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resumo 
 
Os oceanos têm um papel muito importante no equilíbrio dos compostos 
químicos na natureza mas têm vindo a ser afetados pela humanidade. 
Para avaliar essa influência utilizam-se organismos sentinela, como o 
mexilhão. Os mexilhões sendo filtradores sésseis que se encontram 
amplamente distribuídos geograficamente, com capacidade de 
acumularem compostos tóxicos e de fácil amostragem, são considerados 
um dos bioindicadores mais adequado para avaliar o estado de 
determinado habitat. A libertação de arsénio no ambiente deve-se a 
vários processos industriais como atividades mineiras, de fundição, 
agrícolas e combustão de carvão. O arsénio é amplamente utilizado em 
preservantes de madeira, herbicidas, dessecantes e vidro, estando, por 
isso, amplamente espalhado no meio ambiente. Nos oceanos, as 
concentrações de arsénio dependem de fatores como as atividades 
antropogénica e vulcânica, localização geográfica e profundidade e, nos 
organismos aquáticos, podem ter efeitos tóxicos em concentrações que 
variam entre poucos microgramas a miligramas por litro. Para facilitar a 
avaliação de todos esses efeitos utilizam-se modelos simplificados de 
ecosistemas, microcosmos, que representem as condições ambientais 
numa escala mais pequena e sob condições controladas. Estes modelos 
permitem o controlo de parâmetros como temperatura, pH, salinidade, 
concentrações dos contaminantes, tempo de exposição e intensidade da 
radiação ultravioleta e, assim, a realização de experiências de 
ecotoxicologia que de outra forma não seriam possíveis. Para uma mais 
fácil e precoce deteção da influência dos poluentes sobre os organismos 
utilizam-se estratégias para avaliar as respostas de curto prazo, como os 
biomarcadores enzimáticos que são considerados medidas das 
alterações bioquímicas ou celulares nos organismos sujeitos à acção de 
substâncias tóxicas. 
O presente trabalho avalia a ocorrência de alterações a nível de 
biomarcadores, nomeadamente a Glutationa-S-Transferase, Peroxidação 
Lipídica, Acetilcolinesterase, aberrações nucleares dos hemócitos e 
alterações histopatológicas da glândula digestiva em Mytilus 
galloprovincialis, alimentado com Dunaliella salina, exposta previamente 
a diferentes concentrações de arsenato de sódio, na presença e 
ausência de radiação ultra violeta em microcosmo laboratorial de forma a 
obter um entendimento da transferência trófica de arsénio para uma 
espécie de interesse económico sob condições que mimetizam as do 
seu habitat. Avalia-se ainda o impacto da acidificação do meio, para 
identificar potenciais efeitos na atividade dos mesmos biomarcadores e 
assim integrar este fenómeno num contexto de alterações ambientais 
globais. 
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abstract 
 
Oceans play a very important role in the balance of chemicals in nature 
but they have been affected by mankind. Sentinel organisms, like 
mussels, are commonly used to assess this effects as they are sessile 
filter feeders that are geographically widely distributed, with the ability to 
accumulate toxic compounds and easy to collect. As such they are 
considered the most suitable bioindicators to reflect the status of a 
particular habitat. Arsenic is widely used in wood preservatives, 
herbicides, desiccants and glass, being thus widely spread in the 
environment. Marine concentrations of arsenic depend on factors such 
as anthropogenic and volcanic activity, location and depth and, in 
aquatic organisms, could have toxic effects in concentrations ranging 
from a few micrograms to milligrams per liter. To facilitate the 
assessment of all these effects, simplified model ecosystems, like 
microcosms, are used. They reproduce environmental conditions in a 
smaller scale and under controlled conditions. Microcosms allow the 
control of parameters such as temperature, pH, salinity, contaminants 
concentration, exposure duration and intensity of the ultraviolet 
radiation being possible to do some ecotoxicology experiments that 
otherwise wouldn´t be possible. For easy and early detection of 
pollutants influence on organisms, different strategies, like enzymatic 
biomarkers that are used to assess the short-term responses of 
exposure to contaminants. Biomarkers are considered a measure of 
organisms’ biochemical and cellular changes when exposed to toxic 
substances. 
This work assesses the responses of enzymatic biomarkers from 
Mytilus galloprovincialis, like Glutathione-S-Transferase, Lipid 
Peroxidation, Acetylcholinesterase, nuclear aberrations of hemocytes 
and histopathological changes in the digestive gland when they were 
fed with Dunaliella salina exposed to different arsenic concentrations, 
and exposed to ultraviolet radiation, in laboratory microcosms, under 
controlled conditions, in order to obtain an understanding of arsenic 
trophic transfer in a species with economic interest, under conditions 
that mimic their habitat. Acidification of the medium was also 
considered, to evaluate potential influences over these same 
biomarkers and, like this, integrate this phenomenon in a context of 
global environmental changes. 
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Avaliação da transferência trófica de arsénio em Mytillus galloprovincialis 
num contexto de alterações ambientais globais 
 
Introdução 
Alterações climáticas e seu impacto nos ecossistemas 
Os oceanos desempenham um papel de extrema importância nos ciclos do carbono, 
nitrogénio, fósforo e de outros elementos e compostos químicos biologicamente ativos 
(Sarmiento & Gruber 2006; Doney 2010; Schlesinger & Bernhardt 2013). 
A queima de combustíveis fósseis, a agricultura e as alterações climáticas têm grande 
impacto na química oceânica, tanto localmente nas zonas costeiras como, também, em 
oceano aberto (Figura 1) (Doney 2010). 
 
Figura 1: Esquematização dos impactos humanos sobre a biogeoquímica oceânica tanto 
directamente através de fluxos de matérias para os oceanos (setas azuis) como indirectamente através 
de alterações climáticas e da circulação oceânica (setas pretas). As setas cinzentas representam as 
interligações na dinâmica da biogeoquímica oceânica. Muitos processos são afectados por diversos 
agentes stressores e o efeito sinérgico das perturbações humanas é a “chave” para investigações no 
futuro (adaptado de Doney 2010). 
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Desde o início da Revolução Industrial e através da queima de combustíveis fósseis, a 
humanidade já libertou, para a atmosfera, aproximadamente 500 biliões de toneladas de 
carbono. Deste, cerca de 30 % é retido nos oceanos (Houghton 2003; Friedrich et al. 2012). 
A humanidade influencia diretamente a química dos oceanos. Depois da revolução industrial 
e com o desenvolvimento de novas formas de energia, indústrias químicas e sobre-
exploração da agricultura para produção massiva de bens e produtos, inúmeros químicos 
foram, consciente ou inconscientemente, largados no ambiente chegando, muitas vezes, aos 
oceanos (Doney 2010). A média global das espécies de dióxido de carbono (CO2) na 
atmosfera aumentou em quase 40 %, passando de 280 partes por milhão (ppm) na era pré-
industrial para quase 380 ppm em 2010 (Figura 2) (Doney 2010; Conway & Tans 2011). 
 
Figura 2: Concentração das espécies de carbono (média global das espécies de dióxido de carbono 
(pCO2) e carbono inorgânico dissolvido (DIC)) (µmol/kg), valores de pH e estados de saturação (Ω) 
da calcite e aragonite para a média da superfície da água do mar na era glaciar, pré-industrial, 
presente (2010), duas vezes a era pré-industrial e três vezes a era pré-industrial. As alterações nos 
níveis de carbono inorgânico foram estimados assumindo o equilíbrio com o CO2 atmosférico e o 
pH é baseado na escala da água do mar (adaptado de Fabry et al. 2008). 
 
As alterações físicas decorrentes deste fenómeno, documentadas na biogeoquímica oceânica, 
incluem aumento da temperatura, alterações dos padrões de precipitação, das correntes dos 
rios e do degelo do Ártico e do Oeste da Península Antártica (Doney 2010). Outra questão 
que esta problemática levanta prende-se com o facto de os esqueletos e conchas dos 
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organismos marinhos serem feitos de diferentes formas cristalinas de carbonato de cálcio 
como a calcite ou aragonite. Uma diminuição no estado de saturação do carbonato de cálcio 
(CaCO3) no meio pode resultar numa diminuição da calcificação e num aumento da 
dissolução do carbonato nessas estruturas (Riebesell et al. 2000; Langdon & Atkinson 2005; 
Friedrich et al. 2012). 
Apesar de serem seis as formas minerais de carbonato de cálcio, com a mesma composição 
principal mas estruturas diferentes (calcite, aragonite, vaterite, carbonato de cálcio 
monohidratado, carbonato de cálcio hexahidratado e carbonato de cálcio amorfo), apenas a 
calcite e a aragonite estão presentes como biominerais pois são as mais estáveis 
termodinamicamente (Marin et al. 2011). Das três formas polimórficas não hidratadas, a 
calcite (constante de solubilidade log Ksp = -8.48 a 25 ºC) é a forma termodinamicamente 
mais estável e a que mais ocorre na natureza. Menos estável que a calcite, a aragonite (log 
Ksp = -8.34) é encontrada principalmente em conchas e corais. A forma polimórfica mais 
instável é a vaterite (log Ksp = -7.91), raramente ocorre de forma natural (Figura 3) mas tem 
um papel de grande importância na formação das outras formas polimórficas de CaCO3 
(Sawada 1997). 
 
 
Figura 2: Transformação de fases: mecanismos de dissolução e re-cristalização do CaCO3 em 
laboratório (Sarkar & Mahapatra 2012). Na extracção sob refluxo o material (soluto) é extraído de 
uma solução utilizando um solvente em ebulição, que é condensado e volta ao conjunto, e o soluto é 
recolhido à parte. Variando o tempo de refluxo podem obter-se solutos diferentes. 
 
As reacções em meio natural são particularmente complexas devido à coexistência das 
formas polimórficas em solução e o mecanismo de precipitação do CaCO3 é dos mais 
fundamentais e estudados assuntos para conhecimento da formação de cristais iónicos 
(Sawada 1997). 
O equilíbrio químico dos sistemas de carbonato de cálcio pode ser descrito em termos de 
protonação do ião carbonato, desidratação do ácido carboxílico, equilíbrio termodinâmico do 
dióxido de carbono entre os estados líquido e gasoso, formação do par iónico e hidrólise do 
ião cálcio (Sawada 1997). 
CO2 (gasoso)   <=>   CO2 (aquoso)   (1) 
H2O   +   CO2     <=>   H2CO3     (2) 
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O equilíbrio de solubilidade do carbonato de cálcio é dado por: 
CaCO3 (sólido)   <=>   Ca
2+
   +   CO3 
2- 
  (8)  (Sawada 1997). 
São parâmetros como o pH, temperatura e impurezas que determinam qual a forma presente 
(Santomauro et al. 2012). 
Um exemplo do que pode acontecer quando ocorrem alterações a nível da biogeoquímica 
oceânica é descrito por Manzello (2010) e por Friedrich et al. (2012) relativamente aos 
recifes de corais do Pacífico equatorial, desde as Galápagos até ao Kiribati ocidental. 
Observações no Pacífico Norte demonstram uma diminuição de 0.06 no pH da superfície do 
oceano entre 1991 e 2006 (Byrne et al. 2010; Friedrich et al. 2012). Importa lembrar que o 
pH varia numa escala logarítmica (pH= -log[H
+
]), logo, mesmo o que pode parecer 
numericamente um pequeno decréscimo de pH, pode ter enormes impactos fisiológicos 
(Ringwood & Keppler 2002). 
Os oceanos intervêm no controlo do aquecimento global através da remoção de um quarto 
do dióxido de carbono (CO2, um gás com efeito de estufa) lançado para a atmosfera por 
atividades antropogénicas (Gao et al. 2012). No entanto, mesmo que a intervenção oceânica 
possa diminuir os efeitos do aquecimento global, o desequilíbrio no pH oceânico poderá 
afetar profundamente o biota marinho (Fabry et al. 2008). 
Sendo um dos mais importantes equilíbrios químicos oceânicos, o sistema do dióxido de 
carbono é responsável pelo controlo do pH na água do mar. O carbono inorgânico dissolvido 
está presente no mar em três principais formas: ião bicarbonato (HCO3
-
), ião carbonato 
(CO3
2-
) e dióxido de carbono aquoso (CO2(aq)) que inclui o ácido carbónico (H2CO3). A pH 
8.2 aproximadamente 88% do carbono está na forma de bicarbonato (HCO3
-
), 11% na forma 
de carbonato (CO3
2-
) e apenas cerca de 0.5% na forma de dióxido de carbono dissolvido 
(CO2(aq)). Ao dissolver-se CO2 no mar (1), forma-se H2CO3 (2) que pode dissociar-se nos 
iões hidrogénio (H
+
) e bicarbonato (HCO3
-
) (3) que maioritariamente se dissolve em H
+
 e 
CO3
2-
 reagindo e formando bicarbonato. Assim, adicionando CO2 à água do mar, aumenta-se 
a concentração de H2CO3, HCO3
-
 e H
+
 e diminui-se a concentração de CO3
2-
 levando a uma 
diminuição do pH (Fabry et al. 2008).Esta é uma reacção reversível e Millero et al. (2002) 
indica-nos os seus fundamentos termodinâmicos. Continuando a aumentar a [CO2] na 
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atmosfera e consequentemente na superfície oceânica, diminui a [CO3
2-
] comprometendo os 
níveis de saturação (Ω) do CaCO3. A extensão dos danos a nível da biogeoquímica oceânica 
depende do estado de saturação do CaCO3 que, por sua vez, depende das concentrações do 
Ca
2+
 e CO3 
2-
 (8) e das constantes de solubilidade estequiométrica aparente (K*sp) da 
aragonite e calcite, presentes nos organismos (Fabry et al. 2008). 
Ω= [Ca2+][CO3 
2-
]/ K*sp 
 
Em regiões em que o Ω aragonite e/ou da calcite sejam maiores que 1.0, a formação das 
conchas é favorecida. Quando os valores de Ω forem menores que 1.0, a água do mar torna-
se corrosiva para o carbonato de cálcio e, se não houverem mecanismos de protecção 
(Corliss & Honjo 1981), poderá ocorrer dissolução (Fabry et al. 2008). 
As influências antropogénicas já ultrapassaram a variabilidade natural e já são detetáveis em 
muitas áreas oceânicas (Friedrich et al. 2012). 
 
 
Dunaliella salina (Dunal) Teodoresco, 1905 
 
As microalgas são utilizadas em aquacultura como alimento vivo para todos as etapas de 
crescimento dos moluscos bivalves (ostras, mexilhão, etc). Para isso têm que ter o tamanho 
adequado para ingestão (de 1 a 15 µm no caso de organismos filtradores) e ser facilmente 
digeríveis. As culturas devem ser de fácil manutenção, i.e., devem ter rápidas taxas de 
crescimento e estabilidade a flutuações de temperatura, luz e nutrientes. É, também, muito 
importante que tenham boa composição nutricional, e em condições ditas normais, ausência 
de toxinas que possam ser transferidas ao longo das cadeias tróficas (Brown 2002). 
Foi em 1905 que Teodoresco estabeleceu um novo género de algas, Dunaliella, que inclui 
principalmente espécies halofílicas adaptadas a ambientes hipersalinos. O género Dunaliella 
pode ser encontrado em águas eurialinas de todos os continentes. Geralmente as células são 
de forma ovóide, flageladas e sem parede polissacarídica, sendo, no entanto, envolvidas por 
camada mucilaginosa glicoproteica – glicocálix (tamanho varia entre 5-25 µm de 
comprimento e 3-13 µm de largura). Têm a capacidade de conseguirem crescer em águas 
muito salgadas (0.05-5.5 M NaCl) e de resistir a mudanças drásticas na salinidade, devido ao 
peculiar metabolismo intracelular osmótico que a falta de parede polisacarídica lhe confere. 
Do género Dunaliella a espécie modelo mais utilizada é a D. salina. A Dunaliella salina tem 
a particularidade de acumular glicerol e β-caroteno como resposta a stress osmótico (Figura 
4) tornando-a um organismo modelo ideal entre as microalgas eucarióticas (Ramos et al. 
2011). 
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Figura 3: Células de Dunaliella salina em diferentes condições de cultura. (A) Célula verde de 
cultura sujeita a stress. (B) Célula sujeita a stress começando a adquirir a cor laranja. (C) Célula 
laranja (devido a acumulação de β-caroteno) duma cultura exposta a stress nutritivo. (Foto Dr. M. 
Aksoy) (Ramos et al. 2011). 
 
 
Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 
 
O filo Mollusca é um dos maiores, mais importantes e com maior diversidade de espécies do 
reino animal. Existem mais de 50 000 espécies descritas e dessas mais de 30 000 encontram-
se no mar. Os moluscos são animais de corpo mole protegido por concha. A concha protege 
dos predadores, ajuda a manter a lama e areia fora da cavidade do manto e atua com 
esqueleto onde os músculos se fixam (Gosling 2003). 
A concha forma-se por deposição de carbonato de cálcio numa matriz proteica, a 
conchiolina, que é segregada pelo manto dos moluscos e formada por queratina, colagénio e 
elastina (Gosling 2003). 
No género Mytilus as duas conchas têm tamanho semelhante e forma quase triangular 
(Figuras 5 e 6) (Gosling 2003). 
 
 
Figura 4: Características exteriores do género Mytilus (adaptado de Gosling 2003). (Foto de Cláudia 
Alpoim). 
As duas valvas estão ligadas na região anterior através de um ligamento, numa área chamada 
ápice. O seu interior é branco com um debruado, púrpura ou azul escuro, onde se liga o 
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manto. Ligados às valvas encontram-se dois músculos, o grande músculo adutor posterior e 
o músculo adutor anterior bastante mais pequeno. Os músculos retratores, anterior e 
posterior, que controlam o movimento do pé, estão, também, ligados à concha (Gosling 
2003). 
 
 
 
Figura 5: Anatomia interna do mexilhão do Mediterrâneo Mytilus galloprovincialis. Podem 
observar-se o Manto, Músculos adutores, Pé, Brânquia e Bisso. A Glândula Digestiva fica por baixo 
da brânquia (adaptado de Gosling 2003). (Foto de Cláudia Alpoim). 
 
 
Relativamente ao tamanho, a convenção utilizada para medição das conchas pode ver-se na 
figura 7 (Gosling 2003). A altura é a distância máxima da charneira até ao limite da concha. 
A largura é a medida da parte mais larga da concha a 90º da altura. A espessura é a medida 
na zona mais espessa das duas conchas (Gosling 2003). 
O mexilhão mediterrânico Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 vive agarrado à 
superfície de substratos duros. O seu desenvolvimento é limitado por factores como: 
salinidade, saturação de oxigénio, temperatura, quantidade de alimento, luminosidade e 
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exposição às marés (Kanduc et al. 2011). É tolerante a um intervalo de temperatura entre 16-
27.7 °C e salinidade entre 25 e 35. 
Geralmente passa a habitar novas regiões no período de Janeiro a Junho e tem o seu máximo 
de desenvolvimento de Junho a Setembro. O crescimento máximo das conchas é atingido 
nos meses de verão e com temperaturas entre 22 e 23ºC (Kanduc et al. 2011). 
 
 
 
Figura 6: Convenção utilizada para medição do comprimento, altura e espessura das conchas de 
bivalves podendo ser utilizada para o género Mytilus (Gosling 2003). Imagem: 
http://www.molluscsoftasmania.net/Species%20pages/Mytilus%20galloprovincialis%20planulatus.html. 
 
 
Em condições ótimas, como nas zonas sublitorais, o M. galloprovincialis pode atingir uma 
largura de 100 a 130 mm. Em condições menos favoráveis, como a zona intertidal alta duma 
costa exposta, podem medir tão pouco como 20 a 30 mm, mesmo tendo 15 a 20 anos 
(Gosling 2003). 
Os bivalves são amplamente considerados como bioindicadores em monitorização ambiental 
(Sanders 1993; Fournier et al. 2001; Chakraborty et al. 2012). São organismos filtradores 
conhecidos pela sua sensibilidade como indicadores de contaminação química ( Fournier et 
al. 2001; Chakraborty et al. 2012). Neste contexto o género Mytilus tem vindo a ser utilizado 
em programas de monitorização ambiental, como o “Mussel Watch”, desde os anos 70 
(Goldberg 1986).  
O género Mytilus é muito útil como sentinela da poluição química (Kristan et al. 2014). 
Encontra-se amplamente distribuído geograficamente, é séssil e eurialino, logo suporta 
grandes alterações de salinidade no meio. É abundante mesmo em estuários sujeitos a 
influências antropogénicas pois consegue suportar níveis elevados de contaminação 
(Sheehan & Power 1999). Besada et al. (2011) referem que os moluscos bivalves, em 
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particular o mexilhão, constituem um dos melhores bioindicadores de poluição costeira pois 
são sésseis, encontram-se amplamente distribuídos em termos geográficos, geralmente são 
muito abundantes nas zonas de amostragem e fáceis de recolher, e acumulam poluentes. 
Segundo Johnston et al. (1981), a medição das respostas fisiológicas e bioquímicas dos 
bivalves pode ser utilizada como bioindicador do estado de saúde de uma grande população 
e comunidade. 
Um bioindicador é uma espécie ou grupo de espécies que reflete o estado de um 
determinado ambiente e/ou o impacto produzido sobre um habitat, comunidade ou 
ecossistema. As alterações observadas nestes organismos podem ser bioquímicas, 
fisiológicas, morfológicas, ecológicas e/ou comportamentais. As espécies bioindicadoras 
mais utilizadas são capazes de diferenciar entre oscilações naturais, como os ciclos sazonais 
de chuva e seca, e perturbações antropogénicas. 
O uso do género Mytilus como bioindicador de poluição tem sido fortemente recomendado 
por organizações/convenções como a OSPAR (“OSPAR Commission – Convention for the 
Protection of the Marine Environment of the North East Atlantic”) e a UNEP (“United 
Nations Environmental Panel” por meio da “Barcelona Convention – Convention for the 
Protection of the Mediterranean Sea against Pollution”) (Besada et al. 2011). 
O mexilhão, particularmente o M. galloprovincialis, é uma espécie com grande interesse 
comercial. 
 
 
 
Arsénio (As) nas cadeias tróficas  
 
O arsénio (As) foi descrito pela primeira vez por Albertus Magnus no século XIII, mas 
minerais contendo arsénio eram já conhecidos pelos gregos no tempo de Aristóteles (cerca 
de 300 AC). Foi através de peça “Arsenic and Old Lace”, escrita por Joseph Kesselring, em 
1941, que se passou a considerar o arsénio como um elemento tóxico para todos (Cornelis 
2005). 
Sendo o vigésimo elemento em termos de abundância na Terra, o arsénio é ubíquo em 
ambientes aquáticos, solos, sedimentos e organismos. Está amplamente disperso, 
principalmente em níveis mais profundos da crusta terrestre onde a sua concentração média 
é cerca de 3 ppm mas podendo variar entre 0.1 a algumas centenas de ppm, dependendo da 
localização geográfica, influências antropogénicas e outros fatores (Tsang 1990). 
O arsénio, que é classificado como um semi-metal (ou metalóide), forma compostos 
covalentes ou espécies aniónicas. No estado elementar, o arsénio tem diversas formas 
alotrópicas podendo tomar as cores cinzento (forma estável), amarelo e preto, tendo já sido 
identificados mais de 25 compostos de arsénio em amostras biológicas (Cornelis 2005). 
Os sistemas aquáticos são os maiores depósitos de arsénio e tanto o de origem natural como 
de “origem antropogénica” têm impactos globais nos sistemas aquáticos (Magellan et al. 
2014).  
O arsénio pode estar presente na forma inorgânica em estuários, águas marinhas e 
sedimentos como As(V) - arsenato, As(III) - arsenito, As(0) e As(-III), sendo que as 
espécies mais abundantes são o arsenato e o arsenito. O As(V) é cerca de 300 vezes mais 
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abundante do que o As(III)
 
em águas oxigenadas e salobras (Neff 1997). As espécies de As 
podem sofrer processos de transformação bióticos ou abióticos. É comum ocorrerem 
processos como oxidação, redução, adsorção, desorção, dissolução, precipitação e 
volatilização (Cornelis 2005). A figura 8 mostra uma revisão, composto a composto, dos 
mecanismos simplificados de transformação do As no ambiente. 
O As elementar e o trióxido de As são as principais partículas encontradas nos depósitos 
atmosféricos. O arsenato é a forma inorgânica termodinamicamente mais estável presente 
em solos e água. O arsenato e o arsenito podem ser facilmente convertidos sob condições de 
oxidação-redução. Em solos normais com pH entre 4 e 8 as espécies mais estáveis são 
H2AsO4
− (pH 2 a 7), HAsO4
2-
 (pH >7) e H3AsO3 (pH < 9). A Figura 9 mostra um diagrama 
de pE/pH para o sistema As-H2O a 25◦C. A presença de sulfuretos e condições de redução 
podem levar à precipitação de As2S3 em lagos, rios e sedimentos marinhos (Cornelis 2005). 
 
 
 
Figura 7: Revisão dos mecanismos de transformação do As no ambiente (Adaptado de Cornelis 
2005). 
 
 
O As elementar e o trióxido de As são as principais partículas encontradas nos depósitos 
atmosféricos. O arsenato é a forma inorgânica termodinamicamente mais estável presente 
em solos e água. O arsenato e o arsenito podem ser facilmente convertidos sob condições de 
oxidação-redução. Em solos normais com pH entre 4 e 8 as espécies mais estáveis são 
H2AsO4
− (pH 2 a 7), HAsO4
2-
 (pH >7) e H3AsO3 (pH < 9). A figura 9 mostra um diagrama 
de pE/pH para o sistema As-H2O a 25◦C. A presença de sulfuretos e condições de redução 
podem levar à precipitação de As2S3 em lagos, rios e sedimentos marinhos (Cornelis 2005). 
A toxicidade do arsénio pode sofrer alterações dependendo da sua concentração e 
biodisponibilidade, origem, parâmetros ambientais, resistência e capacidade dos organismos 
se desintoxicarem ( Mandal & Suzuki, K 2002; Magellan et al. 2014). As espécies de As 
11 
 
mais comuns e com relevância ambiental e, sempre que se aplicar, os valores de dose letal 
média 50 (LD50), isto é, a quantidade (normalizada para kg de peso corporal) de um tóxico 
que é letal para metade da população podem ver-se na Tabela 1. 
A especiação química do arsénio é um aspeto primordial. As espécies inorgânicas (iAs) são 
geralmente mais tóxicas do que as orgânicas e nas iAs o arsenito (As(III)) é mais tóxico do 
que o arsenato (As(V)) (Tabela 1). 
As concentrações de arsénio em água doce podem variar em quatro ordens de grandeza, 
dependendo da fonte, quantidade disponível e ambiente geoquímico. Em condições naturais, 
a maior variação e concentração foram encontradas em águas profundas e sendo o resultado 
de fortes interações água-rocha e de condições físicas e geoquímicas favoráveis para a 
mobilização e acumulação do arsénio. Podem observar-se variações nas concentrações de As 
relacionadas com a sazonalidade. As concentrações em águas profundas variam entre <0.5 e 
10 μg/L. São conhecidas concentrações de até 370 μg/L nos Estados Unidos, nos estados do 
Wyoming e Montana, sendo o resultado da atividade do sistema geotermal do Yellowstone. 
Em poços de regiões contaminadas, em países como o Bangladesh e Taiwan, encontram-se 
concentrações de arsénio de 2500 μg/L e na Argentina, furos artesianos acedem a águas com 
concentrações superiores a 7800 μg/L. A média das concentrações de arsénio em água do 
mar é cerca de 2 μg/L enquanto a variação observada em águas doces é de 0.4–80 μg/L 
(Cornelis 2005). 
 
 
 
Figura 8: Diagrama pE/pH para o sistema As-H2O a 25◦C. As espécies de Arsénio total dissolvido 
foram preparadas a 50 ng/g. A área com as barras verticais representa o campo pE-pH em água 
(Cornelis 2005). Os diagramas pE/pH demonstram como os protões (pH) e os electrões (pE) atingem 
o equilíbrio sob diferentes tipos de condições e quais as espécies predominantes sob qualquer 
condição de pE e de pH. 
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Nos animais aquáticos, os compostos de arsénio podem ter efeitos tóxicos em concentrações 
que variam entre poucos microgramas a miligramas por litro (Chakraborty et al. 2012). No 
entanto, alguns organismos, como os do género Mytilus, conseguem biotransformar o 
arsénio inorgânico sendo, por essa razão, difícil atingir uma concentração letal para os 
organismos (Caumette et al. 2012). 
As algas têm um papel importante em processos de biotransformação das diferentes espécies 
de arsénio (Hellweger & Lall 2004; Magellan et al. 2014). Devido à semelhança da estrutura 
do As(V) com o fosfato (PO4
3-
), as algas metabolizam-no como se fosse fosfato. No interior 
das algas o As(V) pode ser reduzido a As(III) uma vez que  interfere com processos 
metabólicos associados à fosforilação (Foster et al. 2008), e metilado a monometilarsina 
(MMA) e dimetilarsina (DMA), como mecanismo de destoxificação (Tabela 1) (Hellweger 
& Lall 2004; Rahman et al. 2012; Magellan et al. 2014). 
Tsang (1990) referiu que algumas algas marinhas são capazes de acumular arsénio em 
concentrações superiores a várias centenas de ppm. Ao serem ingeridas é possível fazer a 
extração desses compostos que podem assim ser transportados e transformados ao longo de 
uma cadeia trófica. 
No mexilhão, a glândula digestiva é o primeiro órgão a ter contacto com os compostos de 
arsénio provenientes da dieta e acumula grandes quantidades (Argese et al. 2005). O bisso e 
a glândula digestiva são as partes do mexilhão onde se acumulam maiores concentrações de 
compostos de arsénio e, relativamente aos outros tecidos moles, a concentração nestes é de 
uma ordem de grandeza superior à concentração nos restantes (Ünlü & Fowler 1979). A 
distribuição das várias espécies de arsénio no organismo depende principalmente das 
transformações a que estão sujeitas na glândula digestiva e de para onde se destinam os 
produtos da biotransformação (Argese et al. 2005). 
 
 
 
 
Relevância do uso de microcosmos 
 
As alterações ambientais de origem antropogénica, quer sejam expressas em alterações 
climáticas, na fragmentação de habitats ou na degradação do ambiente em geral, estão a 
ocorrer a uma velocidade sem precedentes. Verificam-se impactos sobre a biodiversidade e 
sobre os “serviços ecológicos” que os ecossistemas providenciam à Humanidade. 
Mecanismos fundamentais para o equilíbrio ambiental tais como os ciclos de nutrientes, a 
polinização, o controlo de predadores, a captação de carbono e a fertilização dos solos 
encontram-se em falência ou á beira da rutura irreversível. As políticas de prevenção ou 
redução das alterações ambientais requerem fortes evidências científicas mas o espaço e o 
tempo abarcados por essas alterações não permitem um fácil e rápido entendimento, pelo 
menos com os percursos experimentais habitualmente usados. Torna-se, então, mais fácil 
conduzir experiências em modelos que procuram copiar as condições ambientais, mas numa 
escala muito mais pequena, como os microcosmos ou mesocosmos (Benton et al. 2007). 
 
13 
 
 
 
 
Assim, e com o intuito de reproduzir as condições existentes no meio ambiente são 
desenvolvidos modelos que o mimetizem sob condições controladas (Roeselers et al. 2006). 
Esses modelos, entre os quais se encontram os microcosmos, são sistemas de suporte de vida 
experimentais (SSVE) que permitem controlar parâmetros como a concentração dos 
contaminantes, a temperatura, o pH, a salinidade e a intensidade e tempo de exposição à 
radiação ultravioleta (UV) (Coelho et al. 2015). 
Os microcosmos são importantes pois fornecem um entendimento mecanicista, em vez de 
fenomenológico, dos processos ecológicos tendo uma grande influência no desenvolvimento 
de uma teoria. Os modelos, tanto matemáticos como computacionais, são sempre 
Tabela 1: Compostos de As mais comuns e seus valores de LD50 quando aplicado (adaptado de 
Cornelis 2005). 
14 
 
desenvolvidos com base num conjunto de premissas que devem ser desenvolvidas 
conduzindo à compreensão biológica (Benton et al. 2007). 
Estes modelos, que permitem testar hipóteses e teorias ecológicas em populações ou 
comunidades, têm um grau de controlo e replicação experimentais, que seriam muito difíceis 
de alcançar através de observação no campo ou experimentação in-situ (Jessup et al. 2004; 
Benton et al. 2007). Os microcosmos permitem a realização de experiências que nunca 
poderiam ser feitas no campo devido à perigosidade dos contaminantes utilizados (Coelho et 
al. 2015) e podem fornecer algum do conhecimento biológico e profundo através de teorias 
que incorporem mecanismos biológicos e ecológicos, sendo assim mais assertivos e realistas 
(Benton et al. 2007). 
Reduzindo o nº de variáveis, os microcosmos permitem um controlo que de outra forma não 
seria possível em experiências de ecotoxicologia, pois ao mimetizarem as condições do 
ambiente mas com os parâmetros controlados, demonstram diversos impactos da 
acidificação oceânica em diferentes grupos de organismos e até mesmo em espécies 
individuais dentro do mesmo grupo (Friedrich et al. 2012). 
 
 
 
Radiação Ultravioleta (UV) 
 
O transporte e transformação de substâncias no ambiente, através dos organismos vivos, 
água, terra e atmosfera são conhecidos em conjunto como ciclos biogeoquímicos. Os 
elementos que neles participam existem em formas que podem ser alteradas pela química, 
física e geologia da Terra e pelas atividades dos organismos mas, por outro lado, os ciclos 
biogeoquímicos controlam os elementos químicos para os organismos, os nutrientes e 
toxinas, tendo grande importância sobre a vida na Terra. Existem extensas trocas e 
interações entre os ciclos biogeoquímicos, radiação UV e vários aspetos das alterações 
climáticas. Esses efeitos envolvem a radiação solar UV-A (315–400 nm), que é fracamente 
afetada pelo ozono estratosférico, e a radiação solar UV-B (280– 315 nm) que é fortemente 
afetada pelo ozono, logo todo o espectro UV (280–400 nm) interfere com os ciclos 
biogeoquímicos (Mckenzie et al. 2011). Segundo Tedetti & Sempéré (2006) a radiação UV-
B e UV-A podem ter efeitos importantes na atividade bacteriana, fotossíntese do 
fitoplâncton e nas transformações fotoquímicas da matéria orgânica dissolvida. 
A radiação solar UV-B afeta a motilidade e orientação dos organismos e prejudica a 
fotossíntese das cianobactérias, fitoplâncton e macroalgas (Sinha & Häder 2002). Para 
Pelletier et al. (2006) uma diminuição na concentração de ozono na estratosfera pode 
aumentar significativamente os níveis de radiação UV-B que atingem a superfície da Terra. 
Os ecossistemas aquáticos absorvem uma quantidade semelhante, aos ecossistemas 
terrestres, de CO2 atmosférico, produzem metade da biomassa do planeta, fornecem a grande 
maioria dos alimentos e água potável que os humanos consomem e são economicamente 
importantes para as indústrias farmacêutica e química. A radiação UV pode causar dano aos 
organismos aquáticos e diminuir a produtividade dos ecossistemas. Pode levar a diminuição 
da captação do CO2 atmosférico para realização da fotossíntese afetando a diversidade das 
espécies, estabilidade dos ecossistemas, interações tróficas e os ciclos biogeoquímicos 
(Häder et al. 2011). Hader et al. (2011) defendem, também, que os efeitos negativos da 
15 
 
radiação UV podem ser ampliados por outras alterações ambientais incluindo as alterações 
climáticas globais e a poluição. Na figura 10 pode ver-se como a radiação solar UV penetra 
na coluna de água (Häder et al. 2011). 
A penetração da radiação solar UV na coluna de água depende das variações na atmosfera e 
na água que possam afetar a quantidade de radiação e a distribuição do comprimento de 
onda. As propriedades óticas, a quantidade de material dissolvido, a concentração de 
fitoplâncton e a densidade das partículas em suspensão fazem variar a transparência da água. 
A matéria orgânica dissolvida colorida (MODC) é gerada através da degradação microbiana 
de matéria orgânica, microalgas, plâncton e plantas terrestres. É um fator de controlo da 
radiação UV reduzindo a exposição dos organismos. A quantidade e qualidade da MODC 
varia sazonalmente devido a alterações nos sistemas aquáticos, como fases de crescimento 
diferentes, e diferenças na precipitação (Häder et al. 2011). 
As alterações climáticas e outras perturbações têm efeitos muito importantes na radiação UV 
subaquática através de vários mecanismos que incluem alterações da transparência das águas 
á radiação UV, e profundidade de mistura das águas superficiais. Entre os maiores efeitos 
das alterações climáticas nos ecossistemas aquáticos temos as alterações de temperatura, 
precipitação e degelo (Häder et al. 2011). 
 
 
Figura 9: Efeitos da radiação solar UV nos ecossistemas aquáticos e relação com alterações as 
climáticas (adaptado de Hader et al. 2011). 
 
Muitos organismos aquáticos, como o zoo e fitoplâncton, estão confinados numa camada de 
água superior. O aumento da temperatura da água devido às alterações climáticas globais 
diminui a profundidade da dessa camada de água superior e os organismos que nela habitam 
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ficam expostos a maiores níveis de radiação UV. Aumentando a diferença de temperaturas 
entre a superfície e as camadas mais profundas pode ocorrer limitação das trocas de 
nutrientes entre as diferentes camadas. Apesar da quantidade de radiação UV-B 
corresponder apenas a uma pequena percentagem da radiação solar, este comprimento de 
onda pode ser prejudicial pois afeta biomoléculas e estruturas celulares e podendo bloquear 
reações enzimáticas e interferir com respostas fisiológicas como motilidade e orientação. A 
radiação UV-B pode alterar diretamente as biomoléculas ou induzir a formação espécies 
reativas de oxigénio (ROS) no interior das células. A formação de ROS é aumentada com o 
aumento de temperatura (Häder et al. 2015). 
 
 
 
 
Biomarcadores 
 
Os organismos marinhos têm a capacidade de acumular contaminantes ambientais em maior 
quantidade do que a presente no local onde se encontram e demonstrarem menores variações 
quer ao longo do tempo, como no espaço. Por esta razão os níveis de contaminantes não 
fornecem informação precisa sobre os seus efeitos nos organismos havendo necessidade de 
usar indicadores biológicos que sejam mais precisos em relação ao estado dos ecossistemas 
marinhos (Picado et al. 2007). 
A “Marine Strategy Framework Directive 2008/56/EC (MSFD) - Diretiva-Quadro Estratégia 
Marinha” tem como objetivo a proteção dos ecossistemas marinhos na Europa. Foi adotada 
em Junho de 2008 e é a componente ambiental da “Europe's Integrated Maritime Policy - 
Política Marítima Integrada da Europa”. É a MSFD que define o "Good Environmental 
Status (GES) - Bom Estado Ecológico” e que tem de ser atingido nas águas marinhas 
europeias até 2020. Cada Estado Membro deve definir um programa com as medidas 
necessárias para o atingir. Esta diretiva vem complementar a “Water Framework Directive – 
Diretiva Quadro da Água” estendendo a proteção ambiental nas águas marinhas europeias 
para além das águas costeiras (Borja et al. 2010). 
A MSFD considera, não só, a química dos poluentes mas também o efeito destes sobre os 
ecossistemas e refere no Anexo I, descritor 8, que para se atingir o GES “Os níveis das 
concentrações dos contaminantes não dão origem a efeitos de poluição” (DIRECTIVA 
2008/56/CE Parlamento Europeu 2008). Como consequência, os programas de 
monitorização de poluição marinha devem considerar a utilização de análises químicas aos 
poluentes existentes nos diferentes compartimentos ambientais e as técnicas biológicas 
articulando os níveis de poluentes com os seus efeitos nos ecossistemas (OSPAR 
Commission 2012; Bellas et al. 2014). 
Mesmo estando presente na água ou sedimento não quer dizer que o poluente vá ter efeito 
nos organismos do ecossistema pois pode não estar biodisponível, não tendo, assim, impacto 
ecológico (Long et al. 1995; Bellas et al. 2014). 
Não sendo, a presença de substâncias estranhas a um organismo ou ecossistema, sempre 
indicador de efeitos prejudiciais, têm que se estabelecer relações entre níveis externos de 
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exposição, níveis internos de contaminação e efeitos adversos iniciais. Em populações de 
organismos silvestres, os efeitos prejudiciais são, muitas vezes, difíceis de determinar pois 
só se manifestam depois de longos períodos de exposição (van der Oost et al. 2003). 
Quando os efeitos se tornam observáveis, o processo destrutivo já atingiu um nível 
organizacional que não permite reversão com ações reparadoras ou de redução do risco (van 
der Oost et al. 2003). Quando a degradação é registada já houve desaparecimento de 
espécies. Por essa razão são necessários bioindicadores de alerta precoce (Vasseur & Cossu-
Leguille 2003). Devem conseguir detetar-se os efeitos biológicos nos níveis organizacionais 
de resposta de curto prazo. Os diferentes níveis biológicos são: bioquímico (molecular), sub-
celular, celular, tecido, sistema (de órgãos), organismo, população, comunidade e 
ecossistema. Na figura 11 podemos ver a ordem de resposta sequencial após perturbação. 
Para os diferentes níveis biológicos, existem diferentes metodologias e abordagens que 
permitem identificar e medir as respostas à presença de poluentes. Esses métodos devem 
satisfazer requisitos como relevância ecológica, sensibilidade à poluição, fiabilidade, 
padronização simples e custo-efetividade (Bellas et al. 2014). 
Foi necessário o desenvolvimento de estratégias que permitem determinar as respostas de 
curto-prazo, como os biomarcadores, refletindo reações adversas com origem em 
contaminantes ambientais antropogénicos (van der Oost et al. 2003). A figura 12 apresenta 
os níveis organizacionais de resposta biológica relacionando-os com a sua relevância 
ecológica. 
O conceito de biomarcador tem vindo a sofrer uma evolução ao longo do tempo. Amiard et 
al. (2000) definiram biomarcadores como parâmetros biológicos que que medem 
comportamentos, fisiologia, bioquímica, integridade celular e estrutural e expressão 
genómica e que a sua utilização para monitorização ambiental implica um amplo 
conhecimento das funções biológicas dos organismos (Amiard et al. 2000) e são analisados 
em fluidos corporais, células ou tecidos e indicam alterações bioquímicas ou celulares 
devido à presença de tóxicos ou à resposta dos organismos (Van der Oost et al. 2003). Para 
Vasseur & Cossu-Leguille (2003) têm que se considerar parâmetros como sexo dos 
organismos, fase reprodutiva e fatores sazonais e climáticos pois esses podem influenciar os 
biomarcadores de resposta. Segundo Galloway et al. (2006) biomarcadores são medidas 
funcionais de exposição a perturbações que se manifestam a nível celular, fisiológico ou 
comportamental. Os biomarcadores podem definir-se como medidas quantitativas de 
alterações a nível da organização biológica, a nível celular, bioquímico, molecular ou 
fisiológico (Bellas et al. 2014). 
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Figura 10: Representação esquemática dos níveis organizacionais de resposta biológica após 
perturbação. Modificado de van der Oost et al. (2003). 
Os programas de monitorização ambiental como os “Australian and New Zealand 
Guidelines for Fresh and Marine Water Quality” (ANZECC, 1992), a “United Nations 
Environment Programme (UNEP, 1997), e a Convenção OSPAR (OSPAR Commission 
2012), entre outros, preveem a utilização de biomarcadores (Bellas et al. 2014). 
Sheehan & Power (1999) referiram que estudos de campo e de laboratório têm demonstrado 
que a análise dos níveis de biomarcadores, como a glutationa-S-transferase (GST) e a 
acetilcolinesterase (AChE), podem ser indicadores de exposição a poluição química. 
Assim, e havendo necessidade de desenvolver técnicas de avaliação ambiental, como a 
análise de biomarcadores, que mais facilmente façam a ligação entre a degradação ambiental 
e as causas que lhe dão origem, surge projecto ECOMAN. Este projeto de monitorização 
ambiental defende que os biomarcadores podem ser utilizados para avaliar os efeitos da 
exposição a contaminantes sobre o estado dos organismos que se encontram em zonas 
costeiras, incluindo estuários. Combinações de biomarcadores que monitorizam os danos a 
nível molecular, do desenvolvimento de anomalias e comprometimento fisiológicos foram 
medidos em espécies de invertebrados que ocupam posições críticas nas cadeias tróficas em 
ecossistemas marinhos (Galloway et al. 2006). Ao selecionar um conjunto alargado de filos 
com diferentes estratégias alimentares (filtração, herbívoria, omnívoria, predadação) e ao 
medir biomarcadores aos níveis tecidular, celular e fisiológico a relevância ecológica das 
exposições a poluentes podem mais prontamente ser determinadas e integradas em 
estratégias de gestão ambiental (Galloway et al 2004). 
Em organismos marinhos, como os bivalves, a medição da atividade enzimática, de, por 
exemplo, a GST (como biomarcador de stress oxidativo causado por exposição a metais), ou 
a AChE, (diagnóstico de dano neurotóxico), tem sido muito utilizada (Bocquene et al. 1990; 
Bellas et al. 2014). 
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Figura 11: Níveis organizacionais de resposta biológica e a sua relevância ecológica. Fonte: 
http://www.esd.ornl.gov/programs/bioindicators/whatare.html. 
Valavanidis et al. (2009) afirmaram que as “espécies reativas de oxigénio” (ROS) estão 
continuamente a formar-se e são parte dos processos fisiológicos e das reações metabólicas e 
bioquímicas. Essas ROS endógenas e os radicais livres de oxigénio têm funções fisiológicas 
importantes mas devido à sua natureza reativa podem causar danos oxidativos nos lípidos 
das membranas celulares, proteínas e ácido desoxirribonucleico (DNA). Para além destes, 
também fatores exógenos, entre os quais a radiação UV, podem levar à produção de ROS, 
dependendo das condições. 
Nos moluscos, os hemócitos, encontram-se em suspensão na hemolinfa (Cheng & Foley 
1972) e têm, entre outros, um importante papel imunitário (Chakraborty & Ray 2009). A 
hemolinfa é o equivalente ao sangue dos vertebrados e intervém na respiração, defesa e 
locomoção dos bivalves. É composta por proteínas, células fagocíticas e dos produtos 
bioquímicos resultantes do metabolismo (enzimas) e da respiração (Lewbart 2006). 
Em programas de monitorização marinha têm sido utilizados biomarcadores de 
genotoxicidade como o teste dos micronúcleos, sendo considerado uma referência de dano 
citogenético. O aparecimento de células apopópticas micronucleadas, em mexilhão de áreas 
poluídas, tem sido atribuído a exposição a contaminantes ambientais (Chakraborty & Ray 
2009). Em Kiss (2010) vem referido que a apoptose pode ser utilizada como biomarcador 
pois fornece informação sobre o impacto dos poluentes ambientais nos organismos. Höher et 
al. (2012) referem que homeostase de hemócitos pode ser determinada por técnicas 
histopatológicas como as que habitualmente se aplicam aos outros tecidos de moluscos. 
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Acetilcolinesterase (AChE) 
 
As propriedades bioquímicas únicas e a significância fisiológica da AChE tornam-na um 
alvo importante para análises detalhadas da estrutura versus função. Surpreendentemente 
numa enzima de reacção catalítica tão rápida, o local da acetilcolina encontra-se no fundo de 
uma abertura estreita (Figura 13). A AChE hidrolisa e inativa a acetilcolina (Figura 14) 
regulando, assim, a concentração deste neurotransmissor nas sinapses colinérgicas (Soreq & 
Seidman 2001). A acumulação de acetilcolina nos espaços sinápticos pode levar a uma 
super-estimulação colinérgica tanto ao nível do sistema nervoso central como ao nível das 
junções neuromusculares periféricas (Worek et al. 2007) podendo levar a uma massiva 
disfunção de várias funções fisiológicas e até à morte por falência respiratória (Eddleston 
2006). 
A actividade da acetilcolinesterase tem sido identificada e caracterizada bioquimicamente 
em vários invertebrados aquáticos e particularmente os bivalves têm elevados níveis de 
actividade da AChE na hemolinfa (Rickwood & Galloway 2004). Galloway et al. (2002) 
dizem ter identificado actividade da colinesterase na hemolinfa de M. edulis consistente com 
os padrões de activação e inactivação com a AChE. 
 
 
Figura 12: Características estruturais da enzima acetilcolinesterase. Por cristalografia de raio-X 
identificou-se um local ativo, ao fundo de uma abertura estreita, revestido por cadeias laterais de 
aminoácidos hidrofóbicos. Foi, também, identificado um local de ligação periférico (Soreq & 
Seidman 2001). 
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Figura 13: A AChE promove a hidrólise da acetilcolina formando um intermediário da acetil-AChE 
com libertação de colina e hidrólise desse intermediário para libertar acetato (Soreq & Seidman 
2001). 
 
A AChE ao hidrolisar o substrato acetiltiocolina, gera como produto, a tiocolina, que reage 
com o DTNB, ou reagente de Ellman, produzindo ácido 2-nitro–4-mercaptotiobenzóico e o 
ácido 2-nitro-4-tiobenzóico facilmente identificado pela coloração amarela (Figura 15). 
 
 
Figura 14: Reação de determinação da atividade da AChE utilizando o reagente de Ellman. 
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A AChE é considerada não só um indicador de exposição a pesticidas mas também de 
toxicidade (Vasseur & Cossu-Leguille 2003). 
 
 
 
Glutationa-S-transferase (GST) 
 
As Glutationa-S-transferases são enzimas de uma família multifuncional de proteínas 
envolvidas na desintoxicação celular de compostos xenobióticos, eobióticos e inorgânicos 
tendo assim um papel fundamental na proteção do organismo de compostos químicos 
tóxicos, tanto endógenos como exógenos (Bebianno et al. 2007). 
A Glutationa-S-transferase tem grande importância na proteção contra o stress oxidativo. É 
uma enzima de fase II e está envolvida na desintoxicação de xenobióticos como os metais, 
PAHs e PCBs (Sheehan et al. 2001; Bellas et al. 2014). 
Com um papel de grande importância no iniciar da desintoxicação de potenciais agentes 
alquilantes, enzimas como a GST catalisam as reações de tais compostos, com o grupo –SH 
da glutationa, neutralizando os seus locais eletrofílicos, tornando-os mais solúveis em água, 
podendo ser metabolizados por clivagem do glutamato e resíduos de glicina, ao que se segue 
a N-acetilação do grupo amina livre no conjugado de cisteína para originar ácido 
mercaptúrico como produto final (Figura 16). O ácido mercaptúrico (derivado S-alquilado 
de N- acetilcisteína) é então excretado (Habig et al. 1974). 
 
 
Figura 15: Mecanismo de destoxificação de xenibióticos via ácidos mercaptúricos (Huber & 
Almeida 2008). 
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Bebianno et al. (2007) referem que os níveis da GST podem ser modificados por um vasto 
conjunto de xenobióticos e, também, por fatores abióticos e que, pelo envolvimento da GST 
nos processos de desintoxicação, a medição da sua atividade tem sido proposta como 
biomarcador para várias espécies aquáticas como peixes, crustáceos e moluscos. Para 
Blanchette et al. (2007) o principal papel de desintoxicação da GST é a defesa celular da 
toxicidade induzida quimicamente. 
 
 
 
Peroxidação lipídica (POL) 
 
A peroxidação lipídica é um biomarcador de toxicidade e ocorre como consequência da 
exposição a agressores ambientais como a luz ou compostos xenobióticos. Da peroxidação 
lipídica resulta a formação de um radical livre como consequência da degradação dos ácidos 
gordos polinsaturados das membranas celulares (Halliwell & Gutteridge 1986; Vasseur & 
Cossu-Leguille 2003). 
Como marcador da peroxidação lipídica geralmente quantifica-se o malondialdeído 
(proponodial) que é um produto de endoperoxidação lipídica, portanto um marcador de 
stresss oxidativo. A sua medição permite detetar e quantificar o dano celular, o que é 
indicador dos danos induzidos por exposição a poluentes (Kappus 1987; Vasseur & Cossu-
Leguille 2003). A peroxidação lipídica ocorre quando os sistemas antioxidantes e 
desintoxicantes estão inativos ou são insuficientes para neutralizar os intermediários ativos 
produzidos pelos xenobióticos ou seus metabolitos (Cossu et al. 1997; Vasseur & Cossu-
Leguille 2003). 
Segundo Browne & Armstrong (2002) a POL é uma forte manifestação da atividade de um 
radical livre em sistemas biológicos. O primeiro alvo do ataque de um radical livre nos 
lípidos é a estrutura 1,4-pentadieno de um ácido gordo polinsaturado que pode ser livre ou 
esterificado em colesterol ou glicerol (Figura 17). 
 
 
Figura 16: Fórmulas de: a) Éster (em que R e R’ são grupos alquilo) e se forma através da reação de 
um ácido com um álcool. b) Colesterol. c) Glicerol. Fontes: a) http://www.infoescola.com/quimica/funcao-ester/. b) 
http://www.mundoeducacao.com/quimica/quimica-colesterol.htm. c) 
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/g5516?lang=en&region=US em 12/10/2015. 
 
A reação tem início quando o radical livre retira um hidrogénio de um “grupo metileno” 
(“H2C”=CH-R) que pertence a um ácido gordo polinsaturado (Browne & Armstrong 2002). 
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O processo de peroxidação lipídica é composto por uma série de reações, principalmente por 
ácidos gordos polinsaturados que são muito sensíveis a reações de oxidação por ROS devido 
às suas duplas ligações: 
Reação de iniciação da peroxidação lipídica 
LH + R˙ ou HO˙–› L˙ + RH; ou  HOH   (1) 
(LH = Ácido gordo polinsaturado) 
Propagação da peroxidação lipídica 
L˙ + O2 –› LOO˙(radical peroxil lipídico)   (2) 
LH + LOO˙–› L˙ + LOOH (hidroperóxido lipídico). (3) 
O final da peroxidação lipídica é o resultado de interações de radicais lipídicos e a formação 
de espécies não radicais por radicais peroxil lipídicos. O hidroperóxido lipídico pode 
facilmente decompor-se em varias espécies reativas como os radicais alcoxil lipídicos (LO˙), 
aldeídos (malondialdeido, HOC–CH2– CHO), alcanos, lípidos epóxidos e álcoois. Quase 
todos estes produtos são tóxicos e mutagénicos ativos (Valavanidis et al. 2006). 
Membranas celulares peroxidadas tornam-se rígidas, perdem permeabilidade e integridade. 
A peroxidação lipídica é maioritariamente iniciada por radicais hidroxilo, especialmente em 
reações catalisados por metais de transição. Metais como os sais ferrosos, na presença de 
H2O2, podem produzir HO˙ através da reação de Fenton (Figura 18) (Valavanidis et al. 
2006). 
 
 
Figura 17: Reacção de Fenton. Fonte: http://www.h2o2.com/industrial/fentons-
reagent.aspx.pid=143, em 12/10/2015. 
 
O final da reação ocorre quando uma molécula antioxidante, com capacidade para absorver 
os radicais livres intermediários que se foram formando, interrompe as reações em cadeia 
(Browne & Armstrong 2002). 
 
 
 
Histopatologia 
 
Nos programas de biomonitorização uma das mais importantes abordagens para estabelecer 
os efeitos da poluição sobre os organismos é a definição do que são consideradas lesões 
histopatológicas e alterações nos organismos. Os biomarcadores histopatológicos são 
considerados “pontos chave” uma vez que fornecem informações diretas sobre o estado dos 
organismos (Cuevas et al. 2015). 
A capacidade dos organismos regularem o seu equilíbrio interno, a homeostase, é essencial 
para o seu bem estar (Höher et al. 2012). A morte celular programada levando à apoptose é 
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essencial para um normal desenvolvimento e homeostase no reino animal (Kiss 2010). 
Tendo um papel muito importante no sistema imunitário, previne que danos inflamatórios se 
propaguem a tecidos contíguos e protege o hospedeiro de alastramentos patogénicos (Höher 
et al. 2012). O sistema imunitário tem como função principal proteger os organismos de 
agentes como bactérias, vírus, fungos, parasitas e células cancerígenas e rejeitar o que não 
reconhece. Os invertebrados dependem de defesas imunitárias inatas, como os hemócitos e 
factores solúveis na hemolinfa. Esta atua como um transportador de hemócitos e fatores 
defensivos humorais, entre outros (Höher et al. 2012). A apoptose de hemócitos parece ser a 
resposta celular imunitária geral dos moluscos (Kiss 2010). Através da apoptose as células 
são fisiologicamente eliminadas sem induzirem inflamação nos tecidos circundantes. Em 
contraste, a necrose é uma forma alternativa de morte celular mas que conduz à inflamação. 
A autofagia, outro mecanismo de morte celular, nem sempre leva a morte celular mas é um 
mecanismo de defesa que ocorre como resposta a stress ambiental. A morte celular por 
apoptose é um processo evolutivo regulado a nível transcricional e pós-transcricional. A 
apoptose é iniciada e transduzida por via intrínseca (mitocondrial) ou por via extrínseca 
(mediada por receptores), sendo que a via intrínseca pode ser activada por diversos 
estímulos citotóxicos e stressores ambientais como a exposição a radiação UV, metais 
tóxicos e pesticidas (Kiss 2010). 
Os estudos feitos relativamente aos mecanismos de captação, acumulação, transporte e 
eliminação de metais em moluscos são, geralmente, focados em aspectos químicos, 
bioquímicos, moleculares e fisiológicos. Tecidos específicos como a glândula digestiva, 
brânquias e algumas células alvo, como células digestivas, hemócitos e células castanhas 
(células adiposas com a função de oxidar a gordura gerando calor, sendo, por isso, muito 
ricas em mitocôndrias), estão envolvidos na captação, armazenamento e desintoxicação de 
iões metálicos e têm sido estudadas utilizando, entre outras, técnicas histológicas 
(Marigómez et al. 2002).  
A glândula digestiva dos moluscos é um órgão alvo muito utilizado em toxicologia 
ambiental. Esta acumula poluentes e participa ativamente na sua destoxificação e 
eliminação. A exposição sub-letal a poluentes pode alterar a composição celular do epitélio 
da glândula digestiva, a morfologia dos alvéolos digestivos, a carga parasitária e o estado 
patológico. A glândula digestiva dos mexilhões é composta por aglomerados de unidades 
alvéolo-tubulares ligadas por túbulos secundários a túbulos primários que comunicam com o 
estômago. Os alvéolos digestivos são constituídos por um epitélio altamente dinâmico, 
composto por células digestivas e células basófilas. As células digestivas, que possuem um 
bem desenvolvido sistema endolisossomal, estão envolvidas na digestão intracelular e as 
células basófilas na digestão extracelular e regulação metabólica. Em condições fisiológicas 
normais as células digestivas são mais numerosas que as basófilas mas em condições de 
stress, incluindo exposição a poluentes, as basófilas aumentam aumentam em proporção 
relativa devido à senescência das digestivas (Garmendia et al. 2011). Estudos histológicos, 
citológicos e histoquímicos demonstram que o epitélio celular, que reveste os túbulos da 
glândula digestiva, tem grande sensibilidade a danos provocados por poluentes marinhos 
(Usheva et al. 2006). O facto da glândula digestiva diminuir em altura como resposta a 
agressões ambientais foi observado por vários autores. Este tipo de resposta é facilmente 
quantificável através da análise de imagens, medições diretas ou planimetria e é facilmente 
correlacionada com outros índices biológicos como o índice de condição e depleção de 
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reservas. No entanto, a redução da glândula digestiva está dependente da concentração dos 
contaminantes ambientais e do tempo de exposição (Vega et al. 1989). Factores de stress 
como alterações da disponibilidade alimentar e exposição a poluentes provocam alterações 
nos alvéolos para além das que acontecem em condições de variabilidade normais. A atrofia 
da glândula digestiva (Figura 19) é caracterizada por um estreitamento das paredes tubulares 
digestivas e concomitante aumento da área luminal sendo que essas alterações têm vindo a 
ser quantificadas e normalizadas por forma a serem utilizadas sob a forma de índices em 
estudos independentes. Assim, a média da espessura epitelial (MET), a média do raio 
diverticular (MDR), a média do raio luminal (MLR), e os rácios MLR/MET e MET/MDR 
são utilizados como biomarcadores de nível tecidular em avaliações do estado dos 
ecossistemas (Garmendia et al. 2011). 
 
 
Figura 18: Possível sequência desde o divertículo normal (a) a divertículo atrofiado (b) e (c) e, não 
havendo recuperação, a morte do epitélio celular e necrose (d) (Couch 1985). 
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Procedimento experimental 
No anexo A vem referido todo o material utilizado para se terem os organismos no 
microcosmo. 
 
Dunaliella salina 
Dunaliella salina foi cultivada em contínuo em meio F/2 de acordo com Guillard & Ryther 
1962, até atingir a concentração média de 2 a 3 células por quadrado da Câmara de 
Neubauer (Figura 20) o que corresponde a 2 a 3 células por 0.004 µL. 
 
 
Figura 19: Representação esquemática da Câmara de Neubauer. 
 
Concentrações de arsénio no meio de cultura das algas: 
Foi preparada uma solução “stock” com concentração 5.0 mg/L de arsenato de sódio 
(HAsNa2O4. 7H20) Sigma > 98.0%, dissolvendo o composto em água ultrapura, para 
preparar as soluções de C1=25 µg/L, C2=50 µg/L e C3=100 µg/L para as culturas de 
Dunaliella salina. Nos frascos PET de 500 mL adicionamos respectivamente 2.0, 4.0 e 8.0 
mL de solução stock para obtermos um volume final de 400 mL com as concentrações de 
25, 50 e 100 µg/L. 
Diariamente foram feitas contagens da densidade de alga na Câmara de Neubauer por forma 
a determinar o volume necessário para alimentar os mexilhões (Mytilus galloprovincialis), 
tendo por base de cálculo a necessidade de 1.5x10
6
 células/organismo. 
 
Mytilus galloprovincialis 
 
M. galloprovincialis foi recolhido no dia 5 de Dezembro de 2014, na Praia do Moinho, foz 
do Rio Minho (Figura 21) durante a maré baixa, fora do período de reprodução que é 
período de defeso (entre 1 de Maio e 31 de Julho). 
 
Procedeu-se á dissecação de 10 organismos no local (para comparação de biomarcadores 
após aclimatação). 
 
Os organismos selecionados mediam entre os 4.5-6.0 cm de altura. Foram colocados em 
baldes e transportados para o laboratório. No anexo B1 são indicados os tamanhos 
28 
 
individuais dos organismos recolhidos que foram dissecados no campo (tc) e no anexo B2 o 
tamanho dos que foram colocados nos aquários do microcosmo. 
 
 
Figura 20: Local de amostragem na Praia do Moinho, na foz do Rio Minho. 
 
 
Epibiontes presentes nas conchas foram removidos por escovagem para evitar 
contaminação/variáveis que possam influir nos resultados, sendo os organismos colocados 
nos aquários do microcosmo. 
Aquários: 
A distribuição dos aquários foi randomizada por meio da ferramenta “randomizer” 
disponível no sítio da internet dedicado á computação estatística “Vassarstats” 
(http://vassarstats.net/). 
(1 4 2 5 3)|(2 3 4 5 1) 
(4 2 1 5 3)|(2 5 4 1 3) 
A estes aplica-se o seguinte esquema da figura 22. 
 
 
Figura 21: Distribuição esquemática dos aquários. C0: Controlo; C1: [As]= 25 ppb; C2: [As]= 50 
ppb; C3: [As]= 100 ppb. UV indica presença de radiação ultravioleta num fotoperíodo de 12/12h, 
com iluminação de 10 000K e intensidade de UV 1000 lux, com exposição máxima ao UV de 4 
horas. 
 
Foram usados aquários com 31 cm de comprimento por 21 cm de largura com a capacidade 
de 7.5 litros. O meio foi preparado com sal marinho “Ocean Fish” (Prodac) ~100%, sem 
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nitratos nem fosfatos, em água destilada para uma salinidade final de 25 g/l, cuja 
temperatura foi mantida a19ºC±2.7 e o pH 8±0.4. 
 
Colocaram-se 7 organismos por aquário (1 organismo/l meio) que foram deixados a 
aclimatar por um período de 7 dias (Figura 23). 
 
     
Figura 22: Aquários do microcosmo com Mytilus galloprovincialis em aclimatação. 
 
Os organismos foram alimentados com Dunaliella salina cultivada nas diferentes soluções 
de arsenato de sódio com densidade média de 1.5x10
6
 células/organismo. O meio foi 
mudado diariamente (condições de cultura semi-estática). 
 
Os parâmetros abióticos foram registados antes e depois da mudança do meio (anexo C). 
Foram recolhidas amostras de meio para análise de amónia a cada dois dias (anexo D). 
 
Tempo de alimentação com algas contaminadas com arsénio: 96 horas 
D0 (1º dia de teste) – retiraram-se dois organismos por aquário e 2 litros de água. 
D1 - 48 horas (2 dias) – eliminaram-se aquários ficando segundo o esquema da figura 24. 
D2 – 96 horas (4 dias) 
Nos aquários 4, 7, 12 e 17 o meio foi acidificado, de acordo com o referido por Byrne et al. 
(2010); Doney (2010) e Fabry et al. (2008). O pH foi controlado e, quando necessário 
rectificado, com solução de NaOH 1 M para alcalinizar e solução de H2SO4 10% para 
acidificar, de manhã, tarde e noite. 
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Figura 23: Distribuição esquemática dos aquários. C0: Controlo; C1: [As]= 25 ppb; C2: [As]= 50 
ppb; C3: [As]= 100 ppb. UV indica presença de radiação ultravioleta num fotoperíodo de 12/12h, 
com iluminação de 10 000K e intensidade de UV 1000 lux, com exposição máxima ao UV de 4 
horas. 
 
 
Recolha dos tecidos para análise de biomarcadores 
Os mexilhões foram recolhidos e colocados em sacos previamente etiquetados dentro de 
uma caixa com gelo. Foram medidos (ver anexo E) e colocados num tabuleiro com gelo. 
Sobre uma caixa de Petri invertida colocada no interior do tabuleiro com gelo os organismos 
foram abertos por seccionamento do músculo adutor com recurso a um bisturi tendo o 
cuidado de não danificar os órgãos internos. Recolheu-se hemolinfa (ver mais a baixo) e 
procedeu-se á separação de tecidos, nomeadamente metade da glândula digestiva (a restante 
metade foi utilizada para análise histológica), brânquias, pé, manto, e músculo adutor, que 
foram colocados em tubos de microcentrífuga de 1.5 ml (Figura 25) e prontamente 
congelados a -80ºC até homogeneização. 
 
 
 
Figura 24: Tubos de microcentrífuga de 1.5 ml com tecido (pé) imediatamente antes da congelação 
a -80ºC. 
 
 
A metade restante da glândula digestiva foi conservada, tubos de microcentrífuga de 1.5 ml, 
em solução de Formol a 4% com pH 8.3, para análise histológica. 
 
A hemolinfa foi recolhida com uma seringa de 1 ml e agulha com as dimensões 0.5x16 mm 
da Terumo (Figura 26) e foram feitos esfregaços sobre lâminas de vidro. 
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Após secagem ao ar foram colocadas numa tina com Metanol, (reagente ACS ≥ 99.8%, 
Sigma-Aldrich), para fixação. 
Posteriormente foram coradas com Giemsa a 5% durante 30 minutos (Figura 27) e mais 
tarde montadas, permanentemente, com DPX (Figura 28) para análise microscópica, 
segundo Guilherme et al. (2014). 
A análise microscópica da existência de anomalias nucleares foi feita com uma ampliação de 
1000x, num microscópio Zeiss – Carl Zeiss Axiolab re e as fotografias obtidas com câmara 
Leica MC170 HD. Foram analisados um total de 1000 hemócitos por lâmina segundo 
Guilherme et al. (2014b) e Baršiene et al. (2006). A determinação da frequência de 
anomalias foi feita para células com: núcleos binucleados ou segmentados, núcleos com 
botão, com micronúcleos, núcleos em forma de rim e apoptóticas (anexo F). 
 
 
 
Figura 25: Recolha de Hemolinfa de Mytilus galloprovincialis. 
 
 
Figura 26: Tina com preparado de corante Giemsa a 5%. 
 
32 
 
 
Figura 27: Aspeto final das preparações de hemolinfa de Mytilus galloprovincialis. 
 
 
Procedimento de análise de biomarcadores 
 
Homogeneização 
Os tecidos foram homogeneizados (Ystral D-79282 Ballrechten-Dottigen) com tampão 
Fosfato de Potássio 0.1 M pH 7.4 (figura 29). 
 
 
Figura 28: Homogeneização. 
 
Depois de retiradas as alíquotas de 150 µl para a POL, o homogenato restante foi 
centrifugado (Eppendorf Centrifuge 5810 R) a 4000 rpm, a 4ºC durante 20 minutos. 
 
33 
 
150µl de sobrenadante de cada amostra foram colocados em poços individuais de uma 
microplaca de 96 poços, posteriormente embrulhada em papel de alumínio e congelada a -
80ºC até análise. 
 
Quantificação de proteína 
 
A quantificação de proteína foi feita com base no método de Bradford, Bradford (1976), 
adaptado para microplaca. Foram utilizados padrões de Ɣ-Globulina com concentrações: 
 
 
P0= 0 mg/ml 
P1= 0.2 mg/ml 
P2= 0.5 mg/ml 
P3= 1.0 mg/ml. 
 
As absorvâncias foram medidas a λ= 595 nm num Leitor de Microplacas “Thermo 
Multiskan EX” e convertidas em concentrações de proteína usando a reta de calibração 
obtida com as absorvâncias das soluções padrão de Ɣ-Globulina. 
 
Determinação da POL 
 
Às alíquotas de 150 µl, retiradas no procedimento de homogeneização antes da 
centrifugação, foram adicionados 2.5 µl de BHT (2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol) a 4% em 
metanol e 500 µl de TCA (ácido tricloroacético) a 12% e procedeu-se a agitação no vortex. 
 
Adicionaram-se 400 µl de Tris-HCl (ácido clorídrico) 60mM com DTPA (ácido pentético) 
0.1mM pH 7.4 e 500 µl de TBA (ácido tiobarbitúrico) 0.73%. 
 
Incubou-se a 100ºC durante 60 minutos, centrifugou-se a 11500 rpm, a 25ºC, durante 5 
minutos. Em microplacas (Figura 30) leram-se as Absorvâncias a λ=535 nm, num Leitor de 
Microplacas “Thermo Multiskan EX”. 
 
O procedimento seguiu os protocolos desenvolvidos por Ohkawa et al. (1979) e Bird & 
Draper (1984). 
 
34 
 
     
Figura 29: Microplacas depois da determinação da POL. 
 
 
 
Determinação da atividade da Acetilcolinesterase 
 
O tampão de reacção foi preparado adicionando 30 ml de solução de tampão Fosfato de 
Potássio 0.1 M pH 7.2, 0.2 ml de solução de Acetiltiocolina 0.075 M e 1 ml de Reagente de 
Ellman. 
 
Nas microplacas foram adicionados 250 µl de solução tampão de reacção a 50 µl de solução 
de tampão Fosfato de Potássio 0.1 M pH 7.2 (brancos) e a 50 µl das amostras. 
 
As microplacas foram agitadas durante 30 segundos. 
 
Leram-se as Absorvâncias a λ=405 nm, durante 3 minutos com 20 segundos de intervalo, 
num Leitor de Microplacas “Thermo Multiskan EX”. 
 
O método utilizado na determinação da actividade da Acetilcolinesterase foi o descrito por 
Ellman et al. (1961) e adaptado para microplacas por Guilhermino et al. (1996). 
 
 
Determinação da atividade da GST 
 
Preparou-se o tampão de reacção adicionando 4950 µl de tampão Fosfato de Potássio 0.1 M 
pH 6.5, 900 µl de solução de Glutationa 10 mM e 150 µl de solução de substrato, 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno 10 mM. 
 
Nas microplacas foram adicionados 200 µl de solução tampão de reação aos brancos (100 µl 
de tampão Fosfato de Potássio 0.1 M pH 6.5) e às amostras (100 µl). 
 
Leram-se as Absorvâncias a λ=340 nm, durante 5 minutos com 20 segundos de intervalo, 
num Leitor de Microplacas “Thermo Multiskan EX”. 
 
Foi seguido o método descrito por Habig et al. (1974), adaptado para microplacas. 
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Processamento dos tecidos de glândula digestiva para obtenção de preparações para 
observação ao microscópio ótico (microtécnica) 
 
Depois de recolhidos, os tecidos de glândula digestiva foram conservados em solução de 
formol a 4% tamponizado (pH 8.3) com solução de borato de sódio a 1%. 
Para preservação da estrutura e da composição química de células e tecidos, garantindo uma 
reduzida distorção física dos tecidos e destruindo quase totalmente todas as estruturas 
intracelulares com exceção do núcleo, fez-se a fixação com solução Bouin (ácido pícrico + 
formaldeído + ácido acético glacial – 750ml: 250ml: 50ml, respectivamente) durante 24h. 
Fez-se a desidratação com álcoois de gradação crescente: 70% (2h)  95% (2h)  100% 
(2h)  100% (1h). A necessidade de desidratar a célula e de substituir a água por um agente 
de clareamento, deve-se ao facto de a água e a parafina não serem miscíveis. Por este motivo 
os agentes de clareamento também são chamados “solventes intermediários”. 
A impregnação fez-se juntando aparas de parafina de baixo grau de fusão (aproximadamente 
44ºC) ao benzol durante 30minutos e colocação em estufa a 40ºC durante 1 hora. 
Fez-se a substituição da solução por parafina (do mesmo grau de fusão – aproximadamente 
54ºC) derretida e colocou-se em estufa a 60ºC durante 1 hora e transferiram-se os espécimes 
para um molde contendo parafina de alto grau de fusão que é deixado a arrefecer ao ar, 
terminando assim o processo de inclusão. 
Após a realização do corte em Micrótomo (5 µm de espessura), procede-se à desparafinação 
por meio de Xilol. 
De seguida faz-se a rehidratação dos tecidos, por meio de uma “bateria” de álcoois de 
gradação decrescente: 100%  95%  75%  50% (5 minutos cada), seguida de 15 a 30 
minutos em água corrente. 
Para que as estruturas celulares se tornem observáveis faz-se a coloração HE (Hematoxilina-
Eosina- corantes de base aquosa). Hematoxilina (corante acidófilo, irá corar a cromatina 
nuclear) durante 15 minutos, depois em água corrente por mais 15 minutos) e, finalmente, 
em Eosina-Floxina (corante basófilo, irá corar o citoplasma) por mais 2 minutos. 
Para preservar as secções histológicas, dado a água ser um poderoso oxidante, faz-se outra 
desidratação com álcoois a 95% com passagem em 2 tinas diferentes e álcool a 100%, uma 
passagem. 
Para retirar quaisquer resíduos de parafina ou água faz-se o clareamento com passagem por 
duas tinas de xilol. 
Para montagem da preparação definitiva aplicou-se DPX. 
Esta preparação foi feita segundo os protocolos de Luna (1992) e Kiernan (1990). 
 
A análise microscópica dos cortes histológicos obtidos foi realizada num microscópio Zeiss 
AX10, as fotografias obtidas com câmara Zeiss AXIOCAM MCR e o software utilizado 
para determinação dos índices foi o Zeiss AXIOVISION (v.4.8). 
 
 
Com base em Vega et al. (1989) foram utilizados 5 parâmetros para interpretar a morfologia 
do epitélio da glândula digestiva e as alterações ocorridas após alimentação de Mytilus 
galloprovincialis, durante 96h, com Dunaliella salina com exposição a arsenato de sódio.  
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Os parâmetros são: 
MET – Espessura epitelial média (indica atividade do epitélio digestivo e dano patológico 
por variáveis ambientais e contaminantes); 
MLR - Raio médio do lúmen (indica o tamanho do lúmen); 
MDR - Raio diverticular médio (indica o tamanho do túbulo); 
MET/MDR - Rácio MET/MDR (avalia a digestão intracelular nos moluscos bivalves); 
MLR/MET - Rácio MLR/MET (é um parâmetro complementar que, em relação ao índice 
MET/MDR, abrange todos os casos de variabilidade relativa entre os três parâmetros 
definidos). 
 
Na figura 31 temos: 
 
MET = 2 (Ao–Ai) / (Po + Pi) 
MDR = √(Ao /π) 
MLR = √(Ai /π) 
S0= área da secção de todo o perfil do túbulo  
Si= área da secção do perfil lúmen   
  
P0= perímetro de um círculo com área A0   
Pi= perímetro do círculo correspondente com área Ai. 
 
 
 
Figura 30: Representação da aproximação planimétrica classicamente usada para medir a espessura 
do epitélio digestivo. A: Representação esquemática da secção de um túbulo observada ao 
microscópio; B: projeção ampliada da secção do túbulo (So = área da forma exterior; Si = área da 
forma interior); C: figura obtida pela projeção (com Po = perímetro exterior da circunferência que 
resulta da projeção; Pi = perímetro interior da circunferência que resulta da projeção); D: trapézio 
hipotético com as medidas que surgem na figura C. A altura do trapézio (h) considera-se ser a 
espessura do túbulopara esta secção. A média de h de um organismo considera-se ser o valor MET 
(Marigómez, Sáez, et al. 1990). No caso presente e graças à utilização do software Zeiss 
AXIOVISION a obtenção dos valores de base (S0, Si, P0 e Pi) necessários ao cálculo dos diferentes 
índices está representada na Figura B. 
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A utilização do software Zeiss AXIOVISION, permitiu a obtenção direta dos valores de A0, 
Ai, P0 e Pi sem necessidade de recurso á extrapolação para o trapézio hipotético 
classicamente utilizado em planimetria. Estes parâmetros foram medidos num mínimo de 50 
túbulos por organismo. 
 
Figura 31: Exemplo da aplicação das técnicas de medição para obtenção dos parâmetros 
MET, MDR e MLR (coloração HE). (A) Corte histológico de Glândula digestiva de Mytilus 
galloprovincialis exposto a radiação UV, alimentado durante 96h com Dunaliella salina e 
acidificação do meio até pH 7,3 (coloração HE). (B) Corte histológico de Glândula digestiva 
de Mytilus galloprovincialis exposto a radiação UV, alimentado durante 96h com Dunaliella 
salina com exposição a 100 ppb de arsenato de sódio (coloração HE). (C) Corte histológico 
de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis exposto a radiação UV, alimentado 
durante 96h com Dunaliella salina sem exposição a arsénio (coloração HE). 
 
A aplicação das técnicas de medição para obtenção dos parâmetros MET, MDR e MLR está 
demonstrada na figura 32. 
Análise estatística 
 
O software Minitab 16 foi utilizado para análise da atividade da AChE, GST e POL das 
brânquias, manto, pé e músculo adutor. As diferenças entre grupos foram testadas utilizando 
ANOVA (“General Linear Model”) e consideraram-se um nível de probabilidade (valor de 
p) menor que 0.05 para haver significância estatística. 
No tocante a testar a existência de diferenças entre as médias dos valores obtidos para os 
diferentes tratamentos nos índices histopatológicos e aberrações genéticas dos hemócitos, 
utilizaram-se análises de variância de duas vias. Quando se verificaram diferenças 
estatísticas significativas (p<0.05), o isolamento dos grupos que diferiam entre si foi 
realizado com recurso ao teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. O efeito de interação 
entre as variáveis independentes (Tempo, presença/ausência de UV e [As] ou variação de 
pH) foi determinado com recurso a uma análise de variância de três vias. Ambos os 
procedimentos foram realizados com recurso ao software Sigmaplot (v.12.5). 
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Resultados 
Atividades dos biomarcadores (AChE, GST e POL) em amostras 
de campo  
 
 
 
Nas figuras 32 a 34, e em tabela no anexo G, estão representadas as atividades da AChE, 
GST e níveis de POL da glândula digestiva (A), brânquias (B), manto (C), pé (D) e músculo 
adutor (E) de Mytilus galloprovincialis recolhidos do campo e imediatamente dissecados.  
 
 
 
Figura 32: Atividade da AChE da glândula digestiva (A), brânquias (B), manto (C), pé (D) e 
músculo adutor (E) de M. galloprovinciallis recolhidos do campo e imediatamente dissecados. 
 
 
 
 
Figura 33: Atividade da GST da glândula digestiva (A), brânquias (B), manto (C), pé (D) e músculo 
adutor (E) de M. galloprovinciallis recolhidos do campo e imediatamente dissecados. 
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Figura 34: Níveis de POL da glândula digestiva (A), brânquias (B), manto (C), pé (D) e músculo 
adutor de M. galloprovinciallis recolhidos do campo e imediatamente dissecados. 
 
 
É o pé que apresentam maior atividade da AChE e da GST e é nas brânquias, manto e pé que 
se verificam maiores níveis de peroxidação lipídica. 
 
 
 
 
 
 
Atividades dos biomarcadores (AChE, GST e POL) em amostras 
laboratoriais  
 
 
As atividades enzimas AChE, GST e níveis de POL determinados na glândula digestiva de 
Mytilus galloprovincialis são apresentadas na tabela 2. Foram analisados parâmetros como 
tempo de exposição, concentração de arsenato de sódio e exposição a radiação UV. 
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Tabela 2: Resultados das análises de variância das atividades da AChE, GST e POL na glândula 
digestiva de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio através de alimento contaminado (D. 
salina) As atividades da AChE e da GST são expressas em nmol por minuto por miligrama de 
proteína e a POL está expressa em nmol de TBARS por miligrama de proteína. S = significativo; NS 
= não significativo. 
 
 
 
 
Na glândula digestiva a atividade da AChE apresenta diferenças estatisticamente 
significativas para as diferentes concentrações de arsénio (Figura 35) e ao longo do tempo 
(Figura 36). A diferença da atividade da AChE para as diferentes concentrações de arsénio é 
muito pequena havendo um ligeiro aumento de atividade para os 25 ppb ao que se segue 
uma diminuição muito pequena aos 50 ppb e aos 100 ppb (Figura 35). 
 
 
 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância F
[As] 3 0,002095 3,61 0,017 S
Tempo 2 0,019534 33,68 <0,001 S
UV 1 0,000975 1,68 0,198 NS
[As]*Tempo*UV 6 0,000491 0,85 0,538 NS
[As]*Tempo 6 0,000703 1,21 0,309 NS
[As]*UV 3 0,000557 0,96 0,416 NS
Tempo*UV 2 0,000209 0,36 0,699 NS
Erro 81 0,00058
[As] 3 0,6284 6,01 0,001 S
Tempo 2 11,1584 106,66 <0,001 S
UV 1 4,024 38,47 <0,001 S
[As]*Tempo*UV 6 0,6773 6,47 <0,001 S
[As]*Tempo 6 0,451 4,31 0,001 S
[As]*UV 3 0,7299 6,98 <0,001 S
Tempo*UV 2 4,4912 42,93 <0,001 S
Erro 81 0,1046
[As] 3 0,000105 2,72 0,05 NS
Tempo 2 2,82E-05 0,73 0,485 NS
UV 1 1,59E-05 0,41 0,523 NS
[As]*Tempo*UV 6 2,43E-05 0,63 0,706 NS
[As]*Tempo 6 0,000025 0,65 0,691 NS
[As]*UV 3 5,11E-05 1,32 0,272 NS
Tempo*UV 2 3,55E-05 0,92 0,403 NS
Erro 81 3,86E-05
Glândula Digestiva
POL
AChE
GST
P
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Figura 35: Atividade da AChE na glândula digestiva de M. galloprovinciallis após exposição a 
arsénio através de alimento contaminado (D. salina) com diferentes concentrações do metalóide. 
 
 
Figura 36: Atividade da AChE na glândula digestiva de M. galloprovinciallis após exposição a 
arsénio através de alimento contaminado (D. salina) com diferentes concentrações do metalóide 
durante 96 horas. 
 
Na atividade da GST na glândula digestiva, apesar de existirem diferenças estatisticamente 
significativas entre as diferentes concentrações de arsenato de sódio, para o tempo de 
exposição e para a presença/ausência de radiação UV, não se podem relacionar uma vez que 
o padrão de correlação não é coerente para as diferentes combinações de [As], tempo e UV 
pois há interações entre todos (Tabela 2). Para a POL na glândula digestiva não existem 
diferenças estatisticamente significativas entre nenhum dos parâmetros. 
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As atividades das enzimas AChE, GST e POL determinadas nas brânquias de Mytilus 
galloprovincialis estão representadas na tabela 3. Foram analisados parâmetros como tempo 
de exposição, concentração de arsenato de sódio e exposição a radiação UV. 
 
 
 
Tabela 3: Resultados das análises de variância das atividades da AChE, GST e POL nas brânquias 
de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio através de alimento contaminado (D. salina). As 
atividades da AChE e da GST são expressas em nmol por minuto por miligrama de proteína e a POL 
está expressa em nmol de TBARS por miligrama de proteína. S = significativo; NS = não 
significativo. 
 
 
 
 
Nas brânquias apenas existem diferenças estatisticamente significativas nas atividades da 
AChE e da GST para o tempo de exposição a arsénio (Tabela 3). 
Na atividade da AChE das brânquias há diferenças estatisticamente significativas das 0 para 
as 48 horas (Figura 37). A atividade da AChE aumenta das 0 para as 48 horas e 
seguidamente diminui às 96 horas no entanto, como não existem diferenças estatisticamente 
significativas entre as 0 e as 96 horas de exposição não podemos tirar conclusões. 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância F
[As] 3 3,62 0,84 0,476 NS
Tempo 2 34,747 8,06 0,001 S
UV 1 2,376 0,55 0,46 NS
[As]*Tempo*UV 6 6,603 1,53 0,179 NS
[As]*Tempo 3 10,156 2,36 0,078 NS
[As]*UV 2 50,961 11,82 <0,001 S
Tempo*UV 6 9,072 2,1 0,062 NS
Erro 79 4,312
[As] 3 0,509 0,16 0,925 NS
Tempo 2 251,616 77,5 <0,001 S
UV 1 5,745 1,77 0,187 NS
[As]*Tempo*UV 6 2,022 0,62 0,711 NS
[As]*Tempo 3 3,61 1,11 0,349 NS
[As]*UV 2 2,949 0,91 0,407 NS
Tempo*UV 6 0,971 0,3 0,936 NS
Erro 79 3,247
[As] 3 0,02807 1 0,395 NS
Tempo 2 0,03256 1,17 0,317 NS
UV 1 0,00608 0,22 0,642 NS
[As]*Tempo*UV 6 0,04414 1,58 0,164 NS
[As]*Tempo 3 0,00431 0,15 0,927 NS
[As]*UV 2 0,01198 0,43 0,653 NS
Tempo*UV 6 0,03584 1,28 0,275 NS
Erro 79 0,02794
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Figura 37: Atividade da AChE das brânquias de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio 
através de alimento contaminado (D. salina) durante 96 horas. 
 
 
 
 
Figura 38: Atividade da GST nas brânquias de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio 
através de alimento contaminado (D. salina) durante durante 96 horas. 
 
 
Nas brânquias a atividade da GST diminui das 0 para as 48 horas e aumenta às 96 horas e 
existem diferenças estatisticamente significativas entre as 0, 48 e 96 horas (Figura 38). 
Para a atividade da AChE, regista-se uma diferença significativa na interação entre a 
concentração de arsénio e os ultravioletas. 
 
A representação das atividades das enzimas AChE, GST e POL determinadas no manto de 
Mytilus galloprovincialis é apresentada na tabela 4. Foram analisados parâmetros como 
tempo de exposição, concentração de arsenato de sódio e exposição a radiação UV. 
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Tabela 4: Resultados das análises de variância das atividades da AChE, GST e POL no manto de M. 
galloprovinciallis após exposição a arsénio através de alimento contaminado (D. salina) As 
atividades da AChE e da GST são expressas em nmol por minuto por miligrama de proteína e a POL 
está expressa em nmol de TBARS por miligrama de proteína. S = significativo; NS = não 
significativo. 
 
 
 
 
 
Não existem diferenças estatisticamente significativas para nenhum dos biomarcadores 
analisados no manto (Tabela 4). 
 
 
 
As atividades das enzimas AChE, GST e POL determinadas no pé de Mytilus 
galloprovincialis estão representadas na tabela 5. Foram analisados parâmetros como tempo 
de exposição, concentração de arsenato de sódio e exposição a radiação UV. 
 
 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância F
[As] 3 1,2991 1,73 0,17 NS
Tempo 2 0,7886 1,05 0,356 NS
UV 1 3,5911 4,78 0,032 NS
[As]*Tempo*UV 6 0,4214 0,56 0,76 NS
[As]*Tempo 6 1,2162 1,62 0,156 NS
[As]*UV 3 0,0628 0,08 0,969 NS
Tempo*UV 2 0,02 0,03 0,974 NS
Erro 64 0,751
[As] 3 0,3668 0,96 0,417 NS
Tempo 2 0,342 0,9 0,413 NS
UV 1 1,0002 2,62 0,111 NS
[As]*Tempo*UV 6 0,4523 1,18 0,326 NS
[As]*Tempo 6 0,6168 1,62 0,157 NS
[As]*UV 3 0,0547 0,14 0,934 NS
Tempo*UV 2 0,6309 1,65 0,2 NS
Erro 64 0,3819
[As] 3 0,06445 2,11 0,108 NS
Tempo 2 0,03087 1,01 0,37 NS
UV 1 0,04453 1,46 0,232 NS
[As]*Tempo*UV 6 0,02514 0,82 0,556 NS
[As]*Tempo 6 0,0162 0,53 0,783 NS
[As]*UV 3 0,0609 1,99 0,124 NS
Tempo*UV 2 0,02736 0,9 0,413 NS
Erro 64 0,03054
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Tabela 5: Resultados das análises de variância das atividades da AChE, GST e POL no pé de M. 
galloprovinciallis após exposição a arsénio através de alimento contaminado (D. salina). As 
atividades da AChE e da GST são expressas em nmol por minuto por miligrama de proteína e a POL 
está expressa em nmol de TBARS por miligrama de proteína. S = significativo; NS = não 
significativo. 
 
 
 
 
Na atividade da AChE do pé existem diferenças estatisticamente significativas ao longo do 
tempo e para as diferentes [As] (Tabela 5). Verifica-se que que há uma diminuição da 
atividade da AChE da concentração 25 ppb para os 50 ppb e ainda mais para os 100 ppb 
(Figura 39) e que ao longo do tempo a atividade da AChE aumenta às 48 horas e diminui às 
96 horas (Figura 40). 
 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância F
[As] 3 252,47 3,68 0,016 S
Tempo 2 8822,88 128,6 <0,001 S
UV 1 4,51 0,07 0,798 NS
[As]*Tempo*UV 6 96,1 1,4 0,225 NS
[As]*Tempo 6 87,77 1,28 0,277 NS
[As]*UV 3 42,48 0,62 0,605 NS
Tempo*UV 2 25,95 0,38 0,686 NS
Erro 77 68,61
[As] 3 44,47 1,23 0,306 NS
Tempo 2 186,33 5,14 0,008 S
UV 1 15,97 0,44 0,509 NS
[As]*Tempo*UV 6 62,5 1,72 0,127 NS
[As]*Tempo 6 61,13 1,69 0,136 NS
[As]*UV 3 56,07 1,55 0,209 NS
Tempo*UV 2 54,85 1,51 0,227 NS
Erro 77 36,26
[As] 3 0,06154 1,05 0,376 NS
Tempo 2 3,77237 64,29 <0,001 S
UV 1 0,10558 1,8 0,184 NS
[As]*Tempo*UV 6 0,04389 0,75 0,613 NS
[As]*Tempo 6 0,0854 1,46 0,205 NS
[As]*UV 3 0,04972 0,85 0,472 NS
Tempo*UV 2 0,10159 1,73 0,184 NS
Erro 77 0,05868
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Figura 39: Atividade da AChE no pé de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio através de 
alimento contaminado (D. salina). 
 
 
 
 
Figura 40: Atividade da AChE no pé de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio através de 
alimento contaminado (D. salina) durante 96 horas. 
 
 
 
 
Verifica-se uma diminuição da atividade da GST às 48 horas ao que se segue um aumento às 
98 horas (Figura 41).  
47 
 
 
Figura 41: Atividade da GST no pé de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio através de 
alimento contaminado (D. salina) durante 96 horas. 
 
 
Figura 42: Níveis de POL no pé de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio através 
de alimento contaminado (D. salina) durante 96 horas. 
 
A POL aumenta das 0 para a 48 horas, diminuindo às 96 horas (Figura 42) Existem 
diferenças estatisticamente significativas entre as 0 e as 48 horas e as 48 e as 96 horas. 
 
As atividades das enzimas AChE, GST e POL determinadas no músculo adutor de Mytilus 
galloprovincialis estão representadas na tabela 6. Foram analisados parâmetros como tempo 
de exposição, concentração de arsenato de sódio e exposição a radiação UV. 
 
No músculo adutor há diferenças estatisticamente significativas ao longo do tempo nos três 
biomarcadores (Tabela 6). Observa-se uma diminuição da atividade da AChE ao longo das 
96 horas (Figura 43) mas aumento da atividade da GST (Figura 44). A POL também sofre 
alterações estatisticamente significativas e diminui ao longo do tempo (Figura 45). 
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Tabela 6: Resultados das análises de variância das atividades da AChE, GST e POL no músculo 
adutor de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio através de alimento contaminado (D. 
salina) As atividades da AChE e da GST são expressas em nmol por minuto por miligrama de 
proteína e a POL está expressa em nmol de TBARS por miligrama de proteína. S = significativo; NS 
= não significativo. 
 
 
 
Figura 43: Atividade da AChE no músculo adutor de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio 
através de alimento contaminado (D. salina) durante 96 horas. 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância F
[As] 3 8,629 2,15 0,101 NS
Tempo 2 73,958 18,46 <0,001 S
UV 1 4,417 1,1 0,297 NS
[As]*Tempo*UV 6 4,123 1,03 0,413 NS
[As]*Tempo 6 3,735 0,93 0,477 NS
[As]*UV 3 3,075 0,77 0,516 NS
Tempo*UV 2 0,026 0,01 0,994 NS
Erro 73 4,006
[As] 3 0,432 0,16 0,921 NS
Tempo 2 17,36 6,52 0,002 S
UV 1 6,556 2,46 0,121 NS
[As]*Tempo*UV 6 2,498 0,94 0,473 NS
[As]*Tempo 6 0,935 0,35 0,907 NS
[As]*UV 3 1,002 0,38 0,77 NS
Tempo*UV 2 1,235 0,46 0,631 NS
Erro 73 2,664
[As] 3 0,02973 2,27 0,087 NS
Tempo 2 0,06586 5,04 0,009 S
UV 1 0,01048 0,8 0,374 NS
[As]*Tempo*UV 6 0,03406 2,61 0,024 NS
[As]*Tempo 6 0,00336 0,26 0,955 NS
[As]*UV 3 0,00642 0,49 0,69 NS
Tempo*UV 2 0,013 0,99 0,375 NS
Erro 73 0,01307
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Figura 44: Atividade da GST no músculo adutor de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio 
através de alimento contaminado (D. salina) durante 96 horas. 
 
 
 
Figura 45: Níveis de POL no músculo adutor de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio 
através de alimento contaminado (D. salina) durante 96 horas. 
 
 
 
Foram, também, analisadas as atividades da AChE, GST e POL para avaliar o impacto da 
acidificação do meio, simulando um contexto de alterações ambientais globais conducentes 
à acidificação oceânica. 
A atividade das enzimas AChE e GST e níveis de POL da glândula digestiva de Mytilus 
galloprovincialis podem ver-se na tabela 7. Foram analisados parâmetros como pH, tempo 
de exposição (0 e 96 horas) e exposição a radiação UV. 
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Tabela 7: Resultados das análises de variância das atividades da AChE, GST e POL de glândula 
digestiva de M. galloprovinciallis exposto a acidificação do meio. As atividades da AChE e da GST 
são expressas em nmol por minuto por miligrama de proteína e a POL está expressa em nmol de 
TBARS por miligrama de proteína. S = significativo; NS = não significativo. 
 
 
 
 
 
 
A atividade da AChE da glândula digestiva apresenta diferenças estatisticamente 
significativas das 0 para as 96 horas e diminui (Figura 46). 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância F
pH 2 0,002274 6,96 0,003 NS
Tempo 1 0,004638 14,19 0,001 S
UV 1 4,2E-06 0,01 0,911 NS
pH*Tempo*UV 2 0,000198 0,61 0,551 NS
pH*Tempo 2 0,000501 1,53 0,231 NS
pH*UV 2 0,002342 7,17 0,003 S
Tempo*UV 1 0,000114 0,35 0,559 NS
Erro 32 0,000327
pH 2 0,14996 4,7 0,016 S
Tempo 1 0,85149 26,69 <0,001 S
UV 1 0,15497 4,86 0,035 NS
pH*Tempo*UV 2 0,0937 2,94 0,067 NS
pH*Tempo 2 0,15041 4,71 0,016 S
pH*UV 2 0,04355 1,37 0,27 NS
Tempo*UV 1 0,12096 3,79 0,06 S
Erro 32 0,0319
pH 2 6,07E-05 2,28 0,119 NS
Tempo 1 2,69E-05 1,01 0,322 NS
UV 1 7E-07 0,03 0,87 NS
pH*Tempo*UV 2 7,4E-06 0,28 0,758 NS
pH*Tempo 2 5,56E-05 2,09 0,141 NS
pH*UV 2 2,14E-05 0,8 0,457 NS
Tempo*UV 1 3,44E-05 1,29 0,264 NS
Erro 32 2,66E-05
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Figura 46: Atividade da AChE na glândula digestiva de M. galloprovinciallis após acidificação do 
meio durante 96 horas. 
 
 
 
Figura 47: Atividade da GST na glândula digestiva de M. galloprovinciallis após acidificação do 
meio durante 96 horas. 
 
 
Para os diferentes valores de acidificação do meio a atividade da GST apresenta diferenças 
estatisticamente significativas e diminui de pH 8.1 para pH 7.5 aumentando a pH 7.3 (Figura 
47). Ao longo do tempo, há diminuição da atividade da GST às 96 horas (Figura 48). 
Existem diferenças estatisticamente significativas na variação da atividade da GST das 0 
para as 96 horas. 
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Figura 48: Atividade da GST na glândula digestiva de M. galloprovinciallis após exposição a 
acidificação do meio durante 96 horas. 
 
A atividade das enzimas AChE e GST e níveis de POL das brânquias de Mytilus 
galloprovincialis pode ser vista na tabela 8. Foram analisados parâmetros como pH, tempo 
de exposição (0 e 96 horas) e exposição a radiação UV. 
 
Tabela 8: Resultados das análises de variância das atividades da AChE, GST e POL de brânquias de 
M. galloprovinciallis exposto a acidificação do meio. As atividades da AChE e da GST são 
expressas em nmol por minuto por miligrama de proteína e a POL está expressa em nmol de TBARS 
por miligrama de proteína. S = significativo; NS = não significativo. 
 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância F
pH 2 10,17 4,51 0,019 S
Tempo 1 3,066 1,36 0,252 NS
UV 1 6,028 2,67 0,112 NS
pH*Tempo*UV 2 3,111 1,38 0,266 NS
pH*Tempo 2 6,01 2,67 0,085 NS
pH*UV 2 11,986 5,32 0,01 S
Tempo*UV 1 9,686 4,3 0,046 S
Erro 32 2,255
pH 2 0,528 0,14 0,869 NS
Tempo 1 90,357 24,08 <0,001 S
UV 1 29,946 7,98 0,008 S
pH*Tempo*UV 2 0,595 0,16 0,854 NS
pH*Tempo 2 0,163 0,04 0,958 NS
pH*UV 2 11,005 2,93 0,068 NS
Tempo*UV 1 5,939 1,58 0,217 NS
Erro 32 3,752
pH 2 0,12164 4,21 0,024 S
Tempo 1 0,00577 0,2 0,658 NS
UV 1 0,02757 0,95 0,336 NS
pH*Tempo*UV 2 0,02809 0,97 0,389 NS
pH*Tempo 2 0,04972 1,72 0,195 NS
pH*UV 2 0,00147 0,05 0,951 NS
Tempo*UV 1 0,00057 0,02 0,889 NS
Erro 32 0,02887
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Figura 49: Atividade da AChE nas brânquias de M. galloprovinciallis após acidificação do meio 
durante 96 horas. 
 
 
Nas brânquias a atividade da AChE apresenta diferenças estatisticamente significativas para 
os valores de pH e há aumento de atividade de pH 8.1 para pH 7.5 e diminuição para pH 7.3 
(Figura 49). A atividade da GST aumenta das 0 para as 96 horas com diferenças 
estatisticamente significativas (Figura 50). Não existem diferenças estatisticamente 
significativas na atividade da GST para os diferentes pHs. Em presença de radiação UV a 
atividade da GST é maior do que sem radiação UV e apresenta diferenças estatisticamente 
significativas (Figura 51). 
 
 
 
Figura 50: Atividade da GST nas brânquias de M. galloprovinciallis após acidificação do meio 
durante 96 horas. 
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Figura 51: Atividade da GST nas brânquias de M. galloprovinciallis após acidificação do meio e 
radiação UV, durante 96 horas. 
 
 
Figura 52: Níveis de POL nas brânquias de M. galloprovinciallis após acidificação do meio. 
 
Nas brânquias há diminuição dos níveis de POL à medida que o meio se torna mais ácido e 
as diferenças são estatisticamente significativas (Figura 52). 
 
 
A atividade das enzimas AChE e GST e níveis de POL do manto de Mytilus 
galloprovincialis pode ver-se na tabela 9. Foram analisados parâmetros como pH, tempo de 
exposição (0 e 96 horas) e exposição a radiação UV. 
No manto não existem diferenças estatisticamente significativas nas atividades da AChE e 
GST. A POL apresenta diferenças estatisticamente significativas para os diferentes valores 
de pH e aumenta do pH 8.1 para pH 7.5, diminuindo no pH 7.3 (Figura 53). 
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Tabela 9: Resultados das análises de variância das atividades da AChE, GST e POL do manto de M. 
galloprovinciallis exposto a acidificação do meio. As atividades da AChE e da GST são expressas 
em nmol por minuto por miligrama de proteína e a POL está expressa em nmol de TBARS por 
miligrama de proteína. S = significativo; NS = não significativo. 
 
 
 
Figura 53: Níveis de POL no manto de M. galloprovinciallis após acidificação do meio. 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância F
pH 2 1,8021 1,88 0,171 NS
Tempo 1 0,0078 0,01 0,929 NS
UV 1 3,9731 4,15 0,051 NS
pH*Tempo*UV 2 0,5425 0,57 0,574 NS
pH*Tempo 2 0,1628 0,17 0,845 NS
pH*UV 2 0,115 0,12 0,887 NS
Tempo*UV 1 0,0423 0,04 0,835 NS
Erro 28 0,958
pH 2 0,7137 1,76 0,19 NS
Tempo 1 0,226 0,56 0,461 NS
UV 1 0,001 0 0,96 NS
pH*Tempo*UV 2 0,1853 0,46 0,638 NS
pH*Tempo 2 0,3202 0,79 0,464 NS
pH*UV 2 0,4506 1,11 0,343 NS
Tempo*UV 1 0,0698 0,17 0,681 NS
Erro 28 0,405
pH 2 0,12143 5,59 0,009 S
Tempo 1 0,00029 0,01 0,909 NS
UV 1 0,01229 0,57 0,458 NS
pH*Tempo*UV 2 0,00313 0,14 0,866 NS
pH*Tempo 2 0,03106 1,43 0,256 NS
pH*UV 2 0,14784 6,81 0,004 S
Tempo*UV 1 0,09126 4,2 0,05 NS
Erro 28 0,02171
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A atividade das enzimas AChE e GST e POL do pé de Mytilus galloprovincialis pode ver-se 
na tabela 10. Foram analisados parâmetros como pH, tempo de exposição (0 e 96 horas) e 
exposição a radiação UV. 
 
Tabela 10: Resultados das análises de variância das atividades da AChE, GST e POL do pé de M. 
galloprovinciallis exposto a acidificação do meio. A atividade da AChE e da GST, expressas em 
nmol por minuto por miligrama de proteína, e da POL, expressa em nmol de TBARS por miligrama 
de proteína. S = significativo; NS = não significativo. 
 
 
No caso da atividade da AChE do pé, apesar de existirem diferenças estatisticamente 
significativas para os diferentes valores de pH, estes não se podem relacionar uma vez que o 
padrão de correlação não é coerente para os diferentes valores de pH, tempo e UV pois há 
interações entre todos (Tabela 10). Para a atividade da GST e para a POL não existem 
diferenças estatisticamente significativas. 
 
 
A atividade das enzimas AChE e GST e POL do músculo adutor de Mytilus 
galloprovincialis é apresentada na tabela 11. Foram analisados parâmetros como pH, tempo 
de exposição (0 e 96 horas) e exposição a radiação UV. 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância F
pH 2 584,49 10,44 <0,001 S
Tempo 1 21,54 0,38 0,54 NS
UV 1 49,07 0,88 0,356 NS
pH*Tempo*UV 2 370,55 6,62 0,004 S
pH*Tempo 2 202,25 3,61 0,039 S
pH*UV 2 367,01 6,55 0,004 S
Tempo*UV 1 55,74 1 0,326 NS
Erro 32 56,01
pH 2 36,77 0,69 0,51 NS
Tempo 1 0,41 0,01 0,931 NS
UV 1 3,72 0,07 0,794 NS
pH*Tempo*UV 2 2,76 0,05 0,95 NS
pH*Tempo 2 35,09 0,66 0,525 NS
pH*UV 2 65,37 1,22 0,307 NS
Tempo*UV 1 30,18 0,56 0,458 NS
Erro 32 53,42
pH 2 0,06354 1,56 0,226 NS
Tempo 1 0,09508 2,33 0,137 NS
UV 1 0,00003 0 0,98 NS
pH*Tempo*UV 2 0,01744 0,43 0,656 NS
pH*Tempo 2 0,04355 1,07 0,356 NS
pH*UV 2 0,0046 0,11 0,894 NS
Tempo*UV 1 0,03759 0,92 0,344 NS
Erro 32 0,0408
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Tabela 11: Resultados das análises de variância das atividades da AChE, GST e POL do músculo 
adutor de M. galloprovinciallis exposto a acidificação do meio. As atividades da AChE e da GST são 
expressas em nmol por minuto por miligrama de proteína e a POL está expressa em nmol de TBARS 
por miligrama de proteína. S = significativo; NS = não significativo. 
 
 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância F
pH 2 4,904 2,83 0,075 NS
Tempo 1 82,109 47,3 <0,001 S
UV 1 1,032 0,59 0,447 NS
pH*Tempo*UV 2 0,11 0,06 0,939 NS
pH*Tempo 2 0,548 0,32 0,732 NS
pH*UV 2 1,802 1,04 0,366 NS
Tempo*UV 1 0,409 0,24 0,631 NS
Erro 30 1,736
pH 2 3,369 0,58 0,567 NS
Tempo 1 22,679 3,9 0,058 NS
UV 1 0,052 0,01 0,925 NS
pH*Tempo*UV 2 0,544 0,09 0,911 NS
pH*Tempo 2 3,103 0,53 0,592 NS
pH*UV 2 3,728 0,64 0,534 NS
Tempo*UV 1 13,194 2,27 0,143 NS
Erro 30 5,817
pH 2 0,02196 1,67 0,205 NS
Tempo 1 0,08361 6,36 0,017 S
UV 1 0,05136 3,91 0,057 NS
pH*Tempo*UV 2 0,01286 0,98 0,387 NS
pH*Tempo 2 0,00141 0,11 0,899 NS
pH*UV 2 0,00059 0,04 0,956 NS
Tempo*UV 1 0,11848 9,01 0,005 NS
Erro 30 0,01314
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Figura 54: Atividade da AChE no músculo adutor de M. galloprovinciallis após acidificação do 
meio, durante 96 horas. 
 
 
Figura 55: Níveis de POL no músculo adutor de M. galloprovinciallis após acidificação do meio, 
durante 96 horas. 
 
 
No músculo adutor verifica-se uma diminuição da atividade da AChE das 0 para as 96 horas 
em todas as situações e existem diferenças estatisticamente significativas na atividade da 
AChE às 0 e 96 horas (Figura 54). Para os outros parâmetros a atividade da AChE não 
demonstrou diferenças estatisticamente significativas. 
A atividade da GST não apresenta diferenças estatisticamente significativas (Tabela 11). A 
POL apresenta diferenças estatisticamente significativas ao longo do tempo e diminui das 0 
para as 96 horas (Figura 55). 
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Hemolinfa – aberrações nucleares hemocíticas 
 
A pesquisa de aberrações nucleares nos hemócitos foi realizada através da observação de 
1000 hemócitos por lâmina por forma a fazer o levantamento da existência de hemócitos 
binucleados/segmentados, hemócitos com núcleo com botão, hemócitos micronucleados, 
hemócitos com núcleo em forma de rim e hemócitos apoptóticos /desintegrados (Anexo F). 
O número de deteções foi assim quantificado em termos de permilagem. Alguns exemplos 
dessas alterações nucleares podem ser observados na figura 54. 
 
 
Figura 56: Aberrações nucleares em hemócitos de Mytilus galloprovincialis, alimentados com 
Dunaliella salina previamente exposta a diferentes concentrações de arsenato de sódio ([As]: 0, 25, 
50 e 100 ppb) ou acidificação do meio (de pH 8.1, considerado o normal, para pH 7.5 e 7.3), e a 
radiação UV.  (A) Hemócito binucleado (BN). (B) Núcleo com botão (Bt - Botão). (C) Hemócito 
binucleado (BN) e com botão (Bt) em formação. (D) Célula micronucleada (MN) ciliada. (E) Célula 
micronucleada. (F) Célula com núcleo em forma de rim. (G) Célula apoptótica fragmentada. (H) 
Desintegração celular. (Escala: 10 µm). 
 
Foi realizada a análise de variância de duas vias das médias dos valores obtidos para as 
aberrações nucleares em hemócitos de Mytilus galloprovincialis, usando como fatores as 
diferentes concentrações de arsénio utilizadas para contaminar a microalga Dunaliella salina 
usada como alimento ([As]: 0, 25, 50 e 100 ppb) e a radiação UV (Tabela 12). 
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Tabela 12: Resultados das análises de variância da ocorrência de aberrações nucleares em hemócitos 
de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio através de alimento contaminado (D. salina). S = 
significativo; NS = não significativo. 
 
 
 
No caso da ocorrência de hemócitos binucleados/segmentados verificam-se diferenças 
estatisticamente significativas ao longo do tempo em ausência de radiação UV. Há 
diferenças estatisticamente significativas entre as 0 e 48 h e entre as 48 e 96 horas. Não 
existem diferenças estatisticamente significativas para a ocorrência desta aberração ao longo 
do tempo. Em presença de radiação UV também não se verificam diferenças 
estatisticamente significativas para nenhum dos parâmetros. 
 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F 
Tempo 2 0.324 5580 0.008 S Tempo 2 0.412 7916 0.001 S
[As] 3 0.00768 0.132 0.940 NS [As] 3 0.0405 0.778 0.514 NS
Tempo x [As] 6 0.0373 0.642 0.696 NS Tempo x [As] 6 0.0535 1027 0.424 NS
Residual 36 0.0582 Residual 36 0.0521
Total 47 0.0641 Total 47 0.0683
Tempo 2 0.00664 0.132 0.876 NS Tempo 2 0.0668 1646 0.208 NS
[As] 3 0.0533 1064 0.377 NS [As] 3 0.0275 0.678 0.571 NS
Tempo x [As] 6 0.0717 1431 0.232 NS Tempo x [As] 6 0.0279 0.688 0.660 NS
Residual 34 0.0501 Residual 34 0.0406
Total 45 0.0501 Total 45 0.0390
Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F 
Tempo 2 61631 1095 0.346 NS Tempo 2 0.0240 0.753 0.478 NS
[As] 3 63566 1129 0.351 NS [As] 3 0.108 3390 0.028 S
Tempo x [As] 6 37856 0.673 0.672 NS Tempo x [As] 6 0.0248 0.779 0.592 NS
Residual 35 56280 Residual 36 0.0319
Total 46 54643 Total 47 0.0356
Tempo 2 0.201 5744 0.007 S Tempo 2 0.0165 0.754 0.478 NS
[As] 3 0.0353 1008 0.401 NS [As] 3 0.0916 4184 0.013 S
Tempo x [As] 6 0.0384 1098 0.384 NS Tempo x [As] 6 0.0373 1702 0.151 NS
Residual 34 0.0350 Residual 34 0.0219
Total 45 0.0422 Total 45 0.0286
Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F 
Tempo 2 0.0494 1099 0.344 NS
[As] 3 0.0735 1633 0.199 NS
Tempo x [As] 6 0.0492 1095 0.384 NS
Residual 36 0.0450
Total 47 0.0479
Tempo 2 0.0370 1107 0.342 NS
[As] 3 0.150 4477 0.009 S
Tempo x [As] 6 0.0716 2141 0.074 S
Residual 34 0.0334
Total 45 0.0463
Com UV
Apoptose/desintegração
  P 
Sem UV
Com UV
Núcleos em forma de rim
  P 
Sem UVSem UV
Com UV
Binucleados/Segmentados
Com botão
  P 
Sem UV
Com UV
  P 
Micronucleados
  P 
Sem UV
Com UV
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Figura 57: Aberrações nucleares em hemócitos de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio 
através de alimento contaminado (D. salina) em ausência de radiação UV. 
 
 
 
No caso dos hemócitos com botão no núcleo, apenas existem diferenças estatisticamente 
significativas em presença de radiação UV e ao longo do tempo. As diferenças verificam-se 
entre as 0 e 96 horas e as 48 e 96 horas. 
 
 
Existem diferenças estatisticamente significativas na ocorrência de micronúcleos em 
presença de radiação UV para diferentes [As] e quando se relacionam estas com o tempo. 
Essas diferenças verificam-se entre as [As] de 0 e 25 ppb e de 25 e 50 ppb. 
 
 
A ocorrência de hemócitos com núcleo em forma de rim tem diferenças estatisticamente 
significativas sem radiação UV e ao longo do tempo e entre as 0 e 48 horas e as 0 e 96 horas. 
As diferenças estatisticamente significativas verificam-se para as diferentes [As] e em 
presença e ausência de radiação UV para as células apoptóticas. As diferenças na ocorrência 
de células apoptóticas ocorrem entre [As] de 0 e 100 ppb sem radiação UV e entre [As] de 0 
e 25 ppb e 25 e 100 ppb. 
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Figura 58: Aberrações nucleares em hemócitos de M. galloprovinciallis após exposição a arsénio 
através de alimento contaminado (D. salina) em presença de radiação UV. 
 
 
 
A aberração nuclear que surge em maior número é a apoptose, para todas as concentrações 
de arsénio e todos os tempos (Figuras 57 e 58). 
 
 
 
Foi realizada a análise de variância de duas vias das médias dos valores obtidos para as 
aberrações nucleares em hemócitos de Mytilus galloprovincialis, usando como fatores a 
acidificação do meio (de pH 8.1 - controlo, para pH 7.5 e 7.3) e a radiação UV (tabela 13). 
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Tabela 13: Resultados das análises de variância da ocorrência de aberrações nucleares em hemócitos 
de Mytilus galloprovincialis expostos a acidificação do meio (de pH 8.1- controlo, para pH 7.5 e 7.3) 
e a radiação UV. S = significativo; NS = não significativo. 
 
 
 
 
No caso dos hemócitos binucleados/segmentados não se verificaram diferenças 
estatisticamente significativas para nenhum dos parâmetros analisados. Não existem 
diferenças estatisticamente significativas das 0 para as 96 horas de exposição, nem para os 
diferentes valores de pH e nem com ausência/presença de radiação UV. O mesmo se passa 
no caso dos hemócitos apoptóticas ou em desintegração. 
 
 
No caso dos hemócitos com presença de botão no núcleo e micronucleados, existem 
diferenças estatisticamente significativas para os diferentes pHs e em presença de radiação 
UV. A presença de botão apresenta diferenças estatisticamente significativas entre pH 8.1 e 
pH 7.5. A ocorrência de hemócitos micronucleados apresenta diferenças estatisticamente 
significativas entre pH 8.1 e pH 7.3 e entre pH 8.1 e pH 7.5. Não se verificam diferenças 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F 
Tempo 1 1125203 1266 0.281 NS Tempo 1 0.858 1472 0.247 NS
pH 2 799761 0.900 0.430 NS pH 2 5656 9699 0.003 S
Tempo x pH 2 694630 0.782 0.478 NS Tempo x pH 2 0.232 0.399 0.679 NS
Residual 13 888532 Residual 13 0.583
Total 18 919842 Total 18 1192
Tempo 1 176109 0.688 0.418 NS Tempo 1 0.00125 2637 0.123 NS
pH 2 1346 0.00526 0.995 NS pH 2 0.000958 2026 0.162 NS
Tempo x pH 2 260480 1018 0.382 NS Tempo x pH 2 0.000147 0.310 0.738 NS
Residual 17 255821 Residual 17 0.000473
Total 22 238605 Total 22 0.000525
Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F 
Tempo 1 2253 0.00871 0.927 NS Tempo 1 12000 0.000953 0.976 NS
pH 2 459783 1777 0.208 NS pH 2 7114344 0.565 0.582 NS
Tempo x pH 2 389130 1504 0.259 NS Tempo x pH 2 582431 0.0463 0.955 NS
Residual 13 258782 Residual 13 12585577
Total 18 280041 Total 18 9890766
Tempo 1 2859 0.0289 0.867 NS Tempo 1 38088429 3338 0.085 NS
pH 2 483089 4887 0.021 S pH 2 7396829 0.648 0.535 NS
Tempo x pH 2 107116 1084 0.361 NS Tempo x pH 2 7354775 0.644 0.537 NS
Residual 17 98853 Residual 17 11412238
Total 22 133585 Total 22 11798787
Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F 
Tempo 1 4563 0.0474 0.831 NS
pH 2 30141 0.313 0.737 NS
Tempo x pH 2 17098 0.177 0.839 NS
Residual 13 96340
Total 18 77094
Tempo 1 44762 0.548 0.469 NS
pH 2 361105 4421 0.028 S
Tempo x pH 2 202784 2483 0.113 NS
Residual 17 81676
Total 22 110711
Com UV
Com UV Com UV
Micronucleados
  P 
Sem UV
Com botão Apoptose/desintegração
  P   P 
Sem UV Sem UV
  P   P 
Sem UV Sem UV
Com UV Com UV
Binucleados/Segmentados Núcleos em forma de rim
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estatisticamente significativas na ocorrência destes alterações nucleares para nenhum dos 
outros parâmetros analisados. 
A ocorrência de hemócitos com núcleo em forma de rim apresenta diferenças 
estatisticamente significativas para os valores de pH e em ausência de radiação UV. As 
diferenças verificam-se entre pH 8.1 e pH 7.3 e entre pH 7.5 e pH 7.3. 
 
 
Figura 59: Aberrações nucleares em hemócitos de Mytilus galloprovincialis expostos a acidificação do 
meio (de pH 8.1- controlo, para pH 7.5 e 7.3) com e sem radiação UV. 
 
A aberração nuclear que surge em maior número é a apoptose/desintegração, 
para todos os tempos e condições de exposição (Figura 59).  
 
 
 
Histopatologia da glândula digestiva 
 
Nos cortes histológicos de glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis utilizados na 
experiência descrita neste trabalho e apresentados nas Figuras 60 a 68 são visíveis danos 
histopatológicos, tais como túbulos digestivos em diferentes estágios de atrofia, estágio este 
indicado pelo extensão da vacuolização das células digestivas, pelo aumento do número 
relativo de células basófilas e pela acumulação no lúmen dos túbulos de exsudatos e 
fragmentos das células digestivas que sofreram desagregação e potencialmente necrose. O 
tecido conjuntivo que preenche o espaço intertubular denota acumulação de lipofuscina nas 
células vesiculares, apresenta um número variável de cavidades resultantes da 
desorganização, lise e eventual necrose destas células e infiltrações hemocíticas de extensão 
também variável. 
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Figura 60: Corte histológico de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis alimentada durante 
96h com Dunaliella salina sem exposição a arsénio (coloração HE). Tecido conjuntivo (TC) 
denotando acumulação de lipofuscina nas células vesiculares. A= Alvéolos ou túbulos digestivos; D= 
Ductos digestivos. 
 
 
Figura 61: Corte histológico de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis após alimentação 
durante 48h com Dunaliella salina exposta a 25 ppb de arsenato de sódio (coloração HE). Túbulos 
digestivos em diferentes estágios de atrofia indicados pelo estágio de vacuolização (V) das células 
digestivas (CD), pelo aumento do número relativo de células basófilas (cabeças de seta) e pela 
acumulação no lúmen dos túbulos de exsudatos e fragmentos das células digestivas (E). CD= Célula 
digestiva; CB= Célula Basófila. 
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Figura 62: Corte histológico de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis após alimentação 
durante 48h com Dunaliella salina exposta a 50 ppb de arsenato de sódio (coloração HE). Aspeto 
geral onde se podem observar túbulos digestivos em diferentes estágios de atrofia (A), agregações de 
lipofuscina nas células vesiculosas do tecido conjuntivo (setas), algumas cavidades (C) resultantes da 
lise destas células e infiltrações hemocíticas de dimensões variáveis (IH). 
 
 
 
Figura 63: Corte histológico de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis após alimentação 
durante 48h com Dunaliella salina exposta a 100 ppb de arsenato de sódio (coloração HE). 
Cavidades (C) resultantes da lise das células vesiculares do tecido conjuntivo e dispersão no espaço 
intertubular da Lipofuscina (L). Infiltração hemocítica relativamente alargada (setas). 
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Figura 64: Corte histológico de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis após alimentação 
durante 48h com Dunaliella salina exposta a 100 ppb de arsenato de sódio (coloração HE). Túbulos 
digestivos denotando atrofia (A). Células digestivas dos alvéolos apresentam-se vacuolizadas; em 
certos locais a camada celular apresenta-se erodida, expondo a membrana basal (pontas de seta). 
Notar a infiltração de hemócitos (setas) e a presença de agregados de lipofuscina (L) intertubular. 
 
 
Figura 65: Corte histológico de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis após alimentação 
durante 96h com Dunaliella salina exposta a 50 ppb de arsenato de sódio (coloração HE). Aspetos 
da atrofia dos túbulos digestivos causada pela ação do metaloide: acumulação no lúmen de exsudatos 
e fragmentos das células digestivas (E) e aumento do número relativo de células basófilas (setas 
horizontais). No espaço intertubular as células vesiculares do tecido conjuntivo (CVTC) apresentam 
agregação de lipofuscina (L) e infiltração esparsa de hemócitos (setas oblíquas pequenas). 
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Figura 66: Corte histológico de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis após alimentação 
durante 96h com Dunaliella salina exposta a 100 ppb de arsenato de sódio (coloração HE). Aspetos 
da atrofia avançada dos túbulos digestivos causada pela ação do metalóide: acumulação no lúmen de 
exsudatos e fragmentos das células digestivas (E), degenerescência das células basófilas (setas 
oblíquas pequenas) levando à erosão da camada celular com exposição da membrana basal (setas 
horizontais). No espaço intertubular as células vesiculares do tecido conjuntivo (CVTC) apresentam-
se desorganizadas e necrosadas, com dispersão dos agregados de lipofuscina (L), dando lugar 
cavidades (C) no tecido como resultado da lise celular. 
 
 
Figura 67: Corte histológico do tecido conjuntivo da Glândula digestiva de Mytilus 
galloprovincialis após alimentação durante 96h com Dunaliella salina exposta a 100 ppb de arsenato 
de sódio (coloração HE). Células vesiculares do tecido conjuntivo (CTCV) com agregações de 
lipofuscina (L) e células castanhas (setas horizontais) em diapedese. Presença de hemócito infiltrado 
no interior de uma das células vesiculares (seta oblíqua). 
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Figura 68: Corte histológico do tecido conjuntivo da Glândula digestiva de Mytilus 
galloprovincialis após alimentação durante 96h com Dunaliella salina exposta a 100 ppb de arsenato 
de sódio (coloração HE). Túbulos digestivos (T) apresentando diversos graus de atrofia com 
vacuolização das células digestivas, agregações tubulares de lipofuscina (TL) e infiltrações de 
hemócitos (setas oblíquas). No espaço intertubular são observáveis agregações de lipofuscina (IL) 
associadas a células vesiculares do tecido conjuntivo e infiltração de hemócitos (setas horizontais).  
 
 
 
Figura 69: Corte histológico das brânquias de Mytilus galloprovincialis após alimentação durante 
96h com Dunaliella salina exposta a 100 ppb de arsenato de sódio (coloração HE). 
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No corte histológico de brânquias de Mytilus galloprovincialis (Figura 69) pode observar-se 
que as estruturas do órgão e dos tecidos se encontram com a sua integridade preservada, isto 
apesar de se tratar de um organismo que esteve exposto às condições mais drásticas impostas 
nesta experiência (96 horas de alimentação com algas expostas a [As]=100 ppb). 
 
Após medição dos túbulos para cada um dos tratamentos foram calculados os parâmetros 
MET, MDR e MLR para análise dos impactos histopatológicos na glândula digestiva 
Mytilus galloprovincialis decorrentes da exposição a arsénio através de alimento 
contaminado (D. salina) durante 96h. 
 
 
Figura 70: Parâmetros MET, MLR, MDR, MLR/MET e MET/ MDR calculados a partir de cortes 
histológicos de Glândula digestiva após se submetem Mytilus galloprovincialis a alimentação 
contaminada (D. salina), sem radiação UV. 
 
Figura 71: Parâmetros MET, MLR, MDR, MLR/MET e MET/MDR calculados a partir de cortes 
histológicos de Glândula digestiva após se submetem Mytilus galloprovincialis a alimentação 
contaminada (D. salina), com radiação UV. 
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Nas figuras 70 e 71, ausência e presença de radiação UV, respectivamente, podemos ver que 
o rácio MET, que mede a espessura do epitélio digestivo, sendo um indicador da sua 
atividade e de potencial dano, diminui com o aumento das concentrações de arsénio mas não 
se verificam diferenças significativas ao longo das 96 horas. 
 
 
 
Figura 72: Rácio MET/MDR calculado a partir de cortes histológicos de Glândula digestiva após se 
submetem Mytilus galloprovincialis a alimentação contaminada (D. salina). 
 
O rácio MET/MDR avalia a digestão intracelular nos moluscos bivalves. Em ausência de 
radiação UV verifica-se uma diminuição com o aumento da concentração de arsénio. O 
mesmo acontece com radiação UV, no entanto, ao longo do tempo não se verificam 
diferenças. Quando comparamos este parâmetro em presença e ausência de radiação UV, 
também, não se verificam diferenças (Figura 72). 
 
 
Foi, também, analisado o rácio MLR/MET. A análise de variância a duas vias do parâmetro 
MLR/MET calculado a partir de cortes histológicos de glândula digestiva após se submetem 
Mytilus galloprovincialis a alimentação com Dunaliella salina previamente exposta a 
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diferentes concentrações de arsenato de sódio, com e sem radiação UV é apresentada na 
tabela 14. Os fatores considerados foram as concentrações de arsénio, tempo de exposição (0 
e 96 horas) e exposição a radiação UV. 
 
 
Tabela 14: Resultados das análises de variância em duas vias do rácio MLR/MET calculado a partir 
de medições nos cortes histológicos de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis após 
exposição a arsénio através de alimento contaminado (D. salina) durante 96h. S = significativo; NS = 
não significativo. 
 
 
 
Na ausência de radiação UV existem diferenças estatisticamente significativas mas como há 
interacção entre os dois parâmetros a interpretação é condicionada. Com radiação UV há 
diferenças significativas para ambos os parâmetros e não existe interação entre eles (Tabela 
14). 
 
 
Figura 73 Rácio MLR/MET calculado a partir de medições em cortes histológicos de Glândula 
digestiva após se submetem Mytilus galloprovincialis a alimentação contaminada (D. salina). 
Com radiação UV o rácio MLR/MET aumenta ao longo do tempo e com o aumento das 
concentrações de arsénio (Figura 73). 
 
 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F 
[As] 3 7732 200047 <0.001 S
Tempo 2 0.287 7418 <0.001 S
Tempo x [As] 6 0.0510 1319 0.245 NS
Residual 1411 0.0387
Total 1422 0.0561
[As] 3 12.355 241.627 <0.001 S
Tempo 2 0.161 3.140 0.043 S
Tempo x [As] 6 0.209 4079 <0.001 S
Residual 2108 0.0511
Total 2119 0.0700
Com UV
Sem UV
  P 
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Foram, também, analisadas os parâmetros MLR/MET para avaliar o impacto da acidificação 
do meio, simulando um contexto de alterações ambientais globais. 
A análise de variância a duas vias dos parâmetros MLR/MET obtido de cortes histológicos 
de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis após se submetem a acidificação do meio e a 
presença ou ausência de radiação UV durante 96 horas. Foram analisados parâmetros como tempo de 
exposição (0 e 96 horas), acidificação do meio (Tabela 15). Foram analisados parâmetros como 
pH, tempo de exposição (0 e 96 horas) e exposição a radiação UV. 
 
 
 
Tabela 15: Resultados das análises de variância em duas vias do rácio MLR/MET calculado a partir 
de medições nos cortes histológicos de Glândula digestiva de Mytilus galloprovincialis após se 
submetem a acidificação do meio e a presença ou ausência de radiação UV durante 96 horas. Foram 
analisados parâmetros como tempo de exposição (0 e 96 horas), acidificação do meio (de pH 8.1 
considerado norma,l para pH 7.3 e 7.5) e exposição a radiação UV (com ou sem UV). S = 
significativo; NS = não significativo. 
 
 
 
 
Em ausência de radiação UV existem diferenças estatisticamente significativas no rácio 
MLR/MET para o tempo e quando se relaciona o pH e o tempo mas não para os diferentes 
pHs. Com radiação UV existem diferenças estatisticamente significativas no rácio 
determinado para os diferentes pHs e quando se relacionam o pH e o tempo, mas não ao 
longo do tempo. 
 
 
 
Por se verificaram diferenças estatísticas significativas (p<0.05), o isolamento dos grupos 
que diferiam entre si foi realizado com recurso ao teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. 
Em presença de radiação UV verifica-se a existência de diferenças estatisticamente 
significativas entre os pH 8.1 e pH 7.5 e pH 8.1 e pH 7.3 (Tabela 16). 
 
Fator
Graus de 
liberdade
Variância   F 
pH 1 0.0821 1.899 0.169 NS
Tempo 1 1427 33.034 <0.001 S
pH x Tempo 1 0.210 4859 0.028 S
Residual 504 0.0432
Total 507 0.0461
pH 2 5708 144129 <0.001 S
Tempo 1 0.00314 0.0792 0.778 NS
pH x Tempo 2 0.961 24275 <0.001 S
Residual 1093 0.0396
Total 1098 0.0530
  P 
Sem UV
Com UV
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Tabela 16: Tabela do resultado do teste post-hoc de Student-Newman-Keuls para isolamento dos 
grupos (pH) que diferiam entre si no seguimento de serem encontradas diferenças estatisticamente 
significativas nos parâmetros MLR/MET obtido de cortes histológicos de Glândula digestiva de 
Mytilus galloprovincialis após serem submetem a acidificação do meio, em presença de radiação 
UV, durante 96 horas. S = significativo; NS = não significativo. 
 
 
  
Comparação por 
fator
Diferença 
entre as 
médias
p q P P<0.05
7.5 vs. 8.1 0.227 3 19.553 <0.001 Sim
7.5 vs. 7.3 0.0184 2 1.409 0.192 Não
7.3 vs. 8.1 0.208 2 19.428 <0.001 Sim
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Discussão 
 
Neste trabalho a contaminação dos organismos de teste foi feita por via digestiva, 
expuseram-se microalgas (D. salina) a concentrações crescentes de arsénio tendo depois 
servido de alimento a Mytilus galloprovincialis, uma abordagem utilizada com muito menor 
frequência que a contaminação por exposição direta a meio de cultura ao qual o arsénio é 
adicionado, pelo que uma comparação desatenta das concentrações utilizadas nesta 
experiência com as normalmente encontradas na literatura possa ser enganadora. No entanto 
esta questão reveste-se de algumas nuances. Se por um lado as microalgas têm a 
particularidade de acumular metais em concentrações várias ordens de magnitude superiores 
ao meio circundante (de acordo com Takimura et al. (1990) esta diferença pode atingir 3 
ordens de magnitude ao fim de 24h, sendo por esta razão utilizadas em fitoremediação), por 
outro a absorção de elementos metálicos ao nível da glândula digestiva em Mytilus sp. 
reveste-se de maior complexidade que aquela realizada por absorção direta através das 
branquias, já que envolve duas fases de digestão das partículas alimentares (neste caso D. 
salina): uma externa e outra interna, potenciando simultaneamente perdas do metal pelas 
fezes e pseudofezes e a prioritarização de efeitos localizados, i.e., de permanência e 
consequente dano no tecido da própria glândula ao invés de uma distribuição pelos 
diferentes sistemas do organismo (Wang et al 1995). 
De entre os resultados obtidos é para o fator tempo, ainda que um teste standard de 96 horas 
seja pouco tempo, que ocorrem praticamente todas as diferenças estatisticamente 
significativas. Nas brânquias ocorrem diferenças estatisticamente significativas nas 
atividades da AChE e da GST. No pé existem diferenças estatisticamente significativas na 
atividade da AChE e na POL. Isto sugere tratarem-se de concentrações de arsénio 
relativamente baixas para contaminação por via digestiva, no entanto, ao longo do tempo, 96 
horas, temos significância estatística para a atividade da AChE da glândula digestiva, 
brânquias, pé e músculo adutor e para a atividade da GST na glândula digestiva e brânquias. 
A GST é mais abundante em tecidos como as brânquias e glândula digestiva e não sofre 
alterações com a sazonalidade sendo, por isso, considerada um dos mais indicados 
biomarcadores de exposição a xenobióticos (Sheehan & Power 1999). É uma das enzimas 
com maior capacidade destoxificante quando falamos de contaminantes xenobióticos 
(Blanchette et al. 2007) e pertence a uma família de enzimas multifuncionais envolvidas em 
catalisar ataques nucleofílicos do átomo de enxofre (S) da glutationa a um grupo eletrofílico 
em produtos metabólicos ou compostos xenobióticos. O principal papel de destoxificação da 
GST é a defesa celular contra toxicidade induzida por químicos e o mecanismo defensivo 
consiste em desativar o composto xenobiótico hidrofóbico que, caso contrário, poderia 
resultar em espécies cito ou genotóxicas. Essa desactivação é conseguida através de um 
ataque nucleofílico do enxofre (S) da glutationa (GSH) ao substrato eletrofílico, podendo 
resultar em substituição nucleofílica ou adição, dependendo do substrato hidrofóbico 
(Blanchette et al. 2007). 
No caso da AChE, a inibição desta resulta numa excessiva estimulação muscular e nervosa 
podendo levar a paralisia e morte. A exposição sub-letal afetando a AChE pode alterar o 
comportamento e capacidade locomotora dos organismos, afetar a reprodução, capacidades 
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gerais e a sobrevivência. A avaliação das variações da atividade da AChE permite 
caracterizar os efeitos neurotóxicos de um amplo conjunto de contaminantes orgânicos e 
inorgânicos nos ambientes marinhos (Davies & Vethaak 2012). 
No caso da AChE há um padrão de variação que surge mais vezes, isto é, há um aumento da 
atividade até às 48 horas seguido de uma diminuição (indicador de dano neurotóxico) até às 
96 horas. Isto pode indicar que há capacidade de resposta até às 48 horas mas depois os 
organismos deixam de ter capacidade para se protegerem e surgem danos. 
A GST apresenta, na maior parte dos casos, um padrão contrário ao da AChE, isto é, 
apresenta uma diminuição da atividade das 0 para as 48 horas seguida de um aumento de 
atividade às 96 horas. Sendo uma enzima cujo principal papel de desintoxicação é a defesa 
celular da toxicidade induzida quimicamente (Blanchette et al. 2007), isto pode dever-se a 
uma resposta hormética, isto é, em doses/concentrações baixas do contaminante há uma 
resposta do organismo gastando a enzima GST levando a uma diminuição da atividade e 
com a continuação da exposição, tem que ser novamente induzida a sua produção, seguindo-
se aumento da atividade (Kefford et al. 2008; Davies & Vethaak 2012). No corte histológico 
de brânquia de organismos alimentados durante 96 horas com algas contaminadas com 100 
ppb de arsénio, não se observaram alterações ao nível tecidular e celular. 
No manto não há diferenças estatisticamente significativas para nenhum parâmetro no teste 
de exposição a arsénio, no entanto, sendo o manto o responsável pela formação da concha 
do Mytilus galloprovincialis não está diretamente ligado ao processo digestivo logo poderá 
não ser influenciado quando se trata de contaminação por via digestiva. Por outro lado, o 
manto dos moluscos está relacionado com o metabolismo dos iões bivalentes. Assim, sendo 
o arsenato de sódio As (V), poderá não haver substituição/competição deste com os catiões 
(II) (Marigómez et al. 2002) pois mesmo que haja biotransformação do arsenato em As(III) 
pela D. salina, o manto pode não ter vias metabólicas que consigam utiliza-lo. 
No músculo adutor a POL apresenta diferenças estatisticamente significativas ao longo do 
tempo e diminui das 0 para as 48 horas e das 48 para as 96 horas. Apesar dos bivalves terem 
mecanismos bioquímicos de adaptação muito eficientes que lhes permitem sobreviver em 
condições adversas e de stresse, serem capazes de acumular concentrações relativamente 
altas de metais tóxicos e retê-los por muito tempo (Belcheva et al. 2011) esta diminuição da 
POL poderá dever-se a stress na aclimatação e recuperação em fase de teste. Importa realçar 
que não ocorreram mortes durante a aclimatação ou na fase de teste. No entanto, no músculo 
adutor a atividade da AChE diminui ao longo do tempo, o que é indicador de dano 
neurotóxico, e a atividade da GST aumenta, ao longo do tempo, o que é indicador da 
presença de contaminantes no organismo e da necessidade de aumento da enzima que atua 
como catalisador da reação de destoxificação (Blanchette et al. 2007). 
Para avaliar o impacto da acidificação do meio aquático, indo ao encontro do atual contexto 
de alterações ambientais globais, foram, também, analisadas as atividades da AChE, GST e 
POL. Diferenças estatisticamente significativas na atividade da AChE com as variações de 
pH só ocorreram no pé. Ao longo do tempo ocorreram diferenças estatisticamente 
significativas na atividade da GST nas brânquias e glândula digestiva e da AChE no 
músculo adutor e glândula digestiva. Neste caso foi na glândula digestiva que ocorreram 
mais alterações estatisticamente significativas. As alterações a nível da POL não apresentam 
variações estatisticamente significativas em nenhum dos casos. 
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A análise de aberrações nucleares dos hemócitos, tais como células binucleadas, com botão, 
com micronúcleos, apoptóticas, ou outras, é usada para avaliar os efeitos de poluentes nos 
mexilhões (Baršienė & Andreikėnaitė 2007).Na hemolinfa a análise das aberrações 
nucleares demonstra que as maiores variações ocorrem ao longo do tempo. Sem exposição a 
radiação UV existem diferenças estatisticamente significativas na ocorrência de núcleos 
binucleados/segmentados das 0 para as 48 horas e das 48 para as 96 horas e de núcleos em 
forma de rim das 0 para as 48 horas e das 0 para a s 96 horas. Em se tratando da ocorrência 
2de núcleos com botão verificam-se diferenças estatisticamente significativas das 0 para as 
96 horas e das 48 para as 96 horas, em presença de radiação UV. A ocorrência de hemócitos 
micronucleados não apresenta significância estatística para nenhum dos parâmetros. A 
formação de núcleos com botão pode reflectir a capacidade dos organismos eliminarem 
danos infligidos ao seu DNA (Baršiene et al. 2006), podendo simultaneamente ser a origem 
dos micronúcleos (Lindberg et al. 2007). Assim, com maior tempo de exposição poderíamos 
ter maior número de hemócitos micronucleados. A eliminação de danos citogenéticos por 
apoptose e necrose é um processo chave e acontece a diferentes taxas em diferentes 
organismos (Baršienė & Andreikėnaitė 2007). Estando dependente da concentração, a 
ocorrência de apoptose/desintegração nuclear tem significância estatística entre as 
concentrações 0 e 25 ppb e 25 e 100 ppb, em presença de radiação UV. 
Na glândula digestiva, em condições fisiológicas normais, as células digestivas ultrapassam 
em número as basófilas mas, em condições de stress, incluindo exposição a poluentes, o 
número de células basófilas aumenta em proporção. Uma resposta comum nos moluscos é a 
ocorrência de alterações celulares no epitélio da glândula digestiva podendo levar a 
perturbações da digestão, metabolismo xenobiótico e acumulação. Essas alterações ocorrem 
devido a perda de células digestivas e hipertrofia das células basófilas levando ao 
estreitamento do epitélio da glândula digestiva (Davies & Vethaak 2012) e os índices 
histopatológicos são uma medida dessas alterações (Marigómez, Cajaraville, et al. 1990). 
Foi estabelecida significância estatística para as diferentes concentrações, com e sem 
radiação UV o que indica a ocorrência de alterações ao nível do epitélio da glândula 
digestiva, implicando alterações do tamanho do lúmen, do túbulo e da digestão intracelular 
que são indicadores de inflamação nos tecidos. Ao longo do tempo existem diferenças 
estatisticamente significativas do índice MLR/MET em presença de radiação UV, o que 
também acontece em ausência, logo a radiação UV não teve, neste caso, influência na 
toxicidade de arsénio sobre os organismos teste. 
Para a radiação UV não foi possível estabelecer uma relação com a alteração da atividade 
dos biomarcadores moleculares nem histopatológicos. 
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Conclusão 
 
Ao compararmos as atividades obtidas neste trabalho com atividades determinadas após 
contaminação do meio com arsénio, os valores para a AChE, GST e POL são muito baixos 
mas a via de contaminação dos Mytilus galloprovincialis foi digestiva. Outro aspeto a 
considerar foram as baixas concentrações utilizadas pois habitualmente utilizam-se 
grandezas na ordem dos ppm e neste teste foram utilizadas grandezas na ordem dos ppb. 
Os biomarcadores enzimáticos são bons indicadores dos mecanismos celulares de defesa do 
stress oxidativo induzido por contaminantes químicos como os metais. Respondem 
rapidamente, mesmo a baixas concentrações do contaminante, podendo ser utilizados para 
prevenir toxicidade. 
Neste trabalho conseguiu demonstrar-se a relação entre a contaminação por via digestiva e a 
alteração da atividade da AChE e GST em alguns tecidos de Mytilus galloprovincialis. 
Os danos provocados ao nível do epitélio da glândula digestiva e dos núcleos dos hemócitos 
demonstram que houve, não só alterações no primeiro dos níveis organizacionais de resposta 
biológica mas, também, alterações a nível histopatológico, o que pode resultar em alterações 
fisiológicas crónicas ou eventualmente letais.  
Não se conseguiu estabelecer uma relação consistente entre a acidificação do meio ou a 
radiação UV e alterações biomoleculares e histopatológicas. 
Sabendo que os bivalves têm uma capacidade de adaptação única (Belcheva et al. 2011), que 
fatores como disponibilidade de nutrientes, fase reprodutiva, fase de crescimento e 
sazonalidade (Sheehan & Power 1999) podem levar a variações, tanto a nível molecular 
como celular, e como bibliografia que relacione tecidos afetados e níveis de efeito com a 
exposição a arsénio por via digestiva é ainda escassa, muito mais haverá, ainda, a fazer nesta 
área. 
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Anexo A 
Materiais: 
 
Cultura e contaminação de Dunaliella salina: 
Propágulo de Dunaliella salina (cultura CCAP, ref. Nº 19/30, cultura não axénia); 
Meio artificial (F2) feito com água ultrapura, autoclavada, com 12 horas de estabilização do 
CO2 e 12 horas de arejamento); 
Frascos PET (8 p/ c/ UV + 8 p/ S7 UV) 
Sistemas de arejamento: tubos, filtros de seringa, pipetas e bombas de ar; 
Espectrofotómetro; Microscópio; 
Câmara de Neubauer; 
Pipetas; 
Arsenato de Sódio; 
Sondas de pH, Temperatura, Salinidade, Condutividade e Oxigénio Dissolvido; 
 
Captura, cultura e recolha de amostras de Mytilus galloprovincialis: 
Campo: 
Balde, canivete, craveira, contador; 
Para dissecação: tabuleiro, tubos de microcentrífuga (“eppendorfs”), sacos, kit de 
dissecação, gelo, caixas de transporte; 
 
Microcosmo: 
20 aquários de 7.5 L; 
20 sistemas de arejamento: tubos, filtros seringa, pipetas e bombas de ar; 
Pote para fazer o meio, água destilada e sal enriquecido; 
3 Tubos Falcon /aquário/dois em dois dias (amónia, nitritos e nitratos), 1 filtro de seringa 
/aquário/dois dias (amónia); 
Sondas de pH, Temperatura, Salinidade, Condutividade e Oxigénio Dissolvido; 
Recolha de amostras para análise de biomarcadores: sacos de plástico, tubos de 
microcentrífuga (“eppendorfs”), kit de dissecação (bisturi com lâmina, tesoura, pinça), 
tabuleiro, gelo, placa de Petri. 
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Anexo B1 
 
 
 
Tabela de medidas dos organismos dissecados no campo (tc) seguindo a convenção referida 
por Gosling (2003), com c1 a c10 – 10 organismos dissecados no campo. 
 
Medidas (mm) 
/Organismo c1 c2 c3 c4 c5c c6 c7 c8 c9 c10 
Altura  
54.75 54.08 50.50 50.60 53.45 52.92 55.37 47.15 53.09 48.73 
Comprimento 
27.28 27.49 22.19 24.53 23.26 22.63 28.30 22.80 24.79 27.49 
Espessura 
22.87 22.72 20.84 19.99 22.92 23.06 21.50 19.35 19.81 19.46 
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Anexo B2 
Tabelas de medidas dos organismos, seguindo a convenção referida por Gosling (2003), 
recolhidos e colocados nos aquários. 
Aquário Medidas (mm) 
1 
Altura 51.25 50.83 50.16 51.90 51.77 54.03 54.38 
Comprimento 26.30 24.79 25.23 26.60 27.93 28.48 29.73 
Espessura 18.76 22.24 19.36 20.88 22.14 19.83 20.42 
2 
Altura 52.03 53.96 52.32 50.02 52.98 50.13 54.07 
Comprimento 24.79 24.65 27.54 25.28 28.51 24.22 26.36 
Espessura 20.03 20.85 19.23 18.31 18.53 19.54 18.57 
3 
Altura 52.85 49.45 50.44 53.83 51.22 51.43 52.51 
Comprimento 25.93 21.94 25.80 25.90 25.80 27.33 28.62 
Espessura 19.80 20.85 18.73 20.31 20.37 21.73 21.61 
4 
Altura 53.21 51.69 49.99 52.21 53.30 52.90 50.48 
Comprimento 30.27 25.94 23.95 25.51 29.00 24.65 27.71 
Espessura 21.25 20.08 22.38 20.94 16.23 22.60 17.29 
5 
Altura 52.48 50.24 51.34 51.89 51.57 50.46 53.15 
Comprimento 24.69 25.07 23.50 27.83 26.53 25.04 26.05 
Espessura 19.85 19.86 21.08 18.07 19.33 20.73 21.80 
6 
Altura 50.60 53.11 49.74 52.75 50.62 50.09 53.32 
Comprimento 24.44 27.09 25.10 26.56 25.57 25.28 23.58 
Espessura 16.84 20.55 21.39 19.01 20.48 20.58 21.94 
7 
Altura 52.61 53.18 49.45 55.72 53.03 54.94 51.82 
Comprimento 26.69 25.98 25.95 27.34 27.54 28.29 23.94 
Espessura 20.20 19.78 18.27 21.61 19.49 22.70 22.72 
8 
Altura 50.79 50.21 50.35 51.71 51.87 51.63 54.04 
Comprimento 23.07 25.51 25.14 23.71 28.46 28.16 23.81 
Espessura 21.81 17.78 17.57 20.00 22.66 20.28 21.51 
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Aquário 
Medidas (mm) 
9 
Altura 51.57 54.64 49.35 56.01 50.48 54.11 49.31 
Comprimento 23.24 26.01 24.03 28.49 24.38 23.67 27.93 
Espessura 20.60 23.41 20.53 26.01 22.10 20.47 17.35 
10 
Altura 53.38 56.29 57.54 54.69 49.50 51.18 50.32 
Comprimento 22.56 32.32 27.09 24.03 24.25 22.59 24.57 
Espessura 23.05 19.80 22.38 22.92 18.87 20.86 18.61 
11 
Altura 56.86 50.36 50.71 50.19 48.73 55.62 51.34 
Comprimento 25.86 22.36 25.46 23.08 26.74 28.19 27.20 
Espessura 22.70 21.40 18.55 19.03 19.72 22.75 19.44 
12 
Altura 51.38 52.29 52.75 49.50 50.32 55.68 50.33 
Comprimento 26.28 25.46 23.60 24.05 22.78 29.50 27.23 
Espessura 21.15 18.48 22.84 17.82 19.39 24.47 17.21 
13 
Altura 55.29 49.09 55.46 49.50 49.57 50.16 55.88 
Comprimento 29.57 25.02 28.37 25.37 26.42 23.78 28.13 
Espessura 21.01 17.79 21.56 18.49 19.37 18.15 21.41 
14 
Altura 49.63 55.46 53.46 49.06 52.02 51.48 49.03 
Comprimento 22.36 29.04 26.64 23.53 25.52 19.60 23.33 
Espessura 20.86 21.04 20.20 22.56 21.30 24.23 20.79 
15 
Altura 54.64 50.78 50.45 52.54 51.11 54.22 54.84 
Comprimento 29.31 24.04 25.16 26.91 25.89 25.07 25.17 
Espessura 22.84 19.40 20.12 17.62 21.73 25.40 18.88 
16 
Altura 56.29 57.94 49.60 51.40 50.91 54.19 54.87 
Comprimento 31.09 30.80 20.67 25.99 27.46 28.89 26.38 
Espessura 21.51 23.21 20.00 19.50 20.21 18.90 19.52 
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Aquário 
Medidas (mm) 
17 
Altura 50.36 56.35 57.20 57.89 49.20 57.78 55.08 
Comprimento 23.97 28.19 25.04 26.81 28.05 26.46 26.90 
Espessura 18.22 22.42 21.96 23.32 20.28 23.07 20.53 
18 
Altura 57.24 57.30 50.10 58.14 57.30 50.78 49.33 
Comprimento 26.22 25.76 24.78 28.97 29.75 24.84 24.13 
Espessura 26.67 24.27 20.35 23.45 20.91 19.64 19.31 
19 
Altura 49.41 49.57 57.79 49.48 58.79 50.25 50.11 
Comprimento 23.20 26.23 30.07 23.57 27.61 25.56 24.24 
Espessura 19.70 19.54 24.49 20.81 23.52 20.95 19.22 
20 
Altura 50.54 56.11 50.43 49.27 48.31 50.65 50.32 
Comprimento 24.53 25.31 22.49 23.94 21.90 26.73 26.82 
Espessura 20.20 23.18 23.67 19.12 20.47 24.44 18.51 
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Anexo C 
Tabela de parâmetros de 5/Dez./2014 
Foram medidos parâmetros como Salinidade (Sal.), Temperatura (ºC), Condutividade 
(Cond.), pH e Oxigénio dissolvido (OD). 
Aclimatação: Dia 0.     Depois de colocar os organismos nos aquários do microcosmo. 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC  17.1 
Cond.  39.8 
pH  8.094 
OD  5.30 
Sal. 25.1 
ºC  17.1 
Cond.  39.8 
pH  8.125 
OD  5.30 
Sal. 25.1 
ºC  17.1 
Cond.  39.8 
pH  8.139 
OD  5.60 
Sal. 25.1 
ºC  17.1 
Cond.  39.8 
pH  8.121 
OD  5.50 
Sal. 25.1 
ºC  17.2 
Cond.  39.8 
pH  8.084 
OD  5.60 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC  17.2 
Cond.  39.8 
pH  8.137 
OD  5.20 
Sal. 25. 
ºC  17.2 
Cond.  39.8 
pH  8.135 
OD  5.20 
Sal. 25.1 
ºC  17.1 
Cond.  39.7 
pH  8.133 
OD  5.50 
Sal. 25.1 
ºC  17.1 
Cond.  39.7 
pH  8.093 
OD  5.10 
Sal. 25.1 
ºC  17.1 
Cond.  39.8 
pH  8.097 
OD  5.50 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC  16.9 
Cond.  39.8 
pH  8.110 
OD  5.60 
Sal. 25,1 
ºC  16.9 
Cond.  39.8 
pH  8.097 
OD  5.80 
Sal. 25,1 
ºC  16.9 
Cond.  39.8 
pH  8.107 
OD  5.80 
Sal. 25,1 
ºC  16.9 
Cond.  39.7 
pH  8.105 
OD  5.90 
Sal. 25,1 
ºC  16.9 
Cond.  39.8 
pH  8.094 
OD  5.90 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC  16.9 
Cond.  39.8 
pH  8.086 
OD  5.60 
Sal. 25. 
ºC  16.9 
Cond.  39.8 
pH  8.081 
OD  5.50 
Sal. 25.1 
ºC  16.9 
Cond.  39.8 
pH  8.058 
OD  5.60 
Sal. 25.1 
ºC  16.9 
Cond.  39.8 
pH  8.064 
OD  5.50 
Sal. 25.1 
ºC  17.0 
Cond.  39.8 
pH  8.035 
OD  6.00 
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Tabela de parâmetros de 6/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 1     Antes de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 17.2 
Cond. 40.2 
pH 7.882 
OD  
Sal. 25.5 
ºC 17.4 
Cond. 4.03 
pH 7.947 
OD  
Sal. 25.4 
ºC 17.4 
Cond. 40.3 
pH 7.898 
OD  
Sal. 25.3 
ºC 17.5 
Cond. 40.1 
pH 7.932 
OD  
Sal. 25.3 
ºC 17.5 
Cond. 40.1 
pH 7.902 
OD  
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.3 
ºC 18.1 
Cond. 40.0 
pH 7.902 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 17.8 
Cond. 39.6 
pH 7.865 
OD  
Sal. 24.8 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 7.860 
OD  
Sal. 25,1 
ºC 18.4 
Cond. 39.7 
pH 7.838 
OD  
Sal. 25,3 
ºC 17.9 
Cond. 40.1 
pH 7.910 
OD  
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25,0 
ºC 18.1 
Cond. 39.7 
pH 7.857 
OD  
Sal. 25,3 
ºC 18.1 
Cond. 40.1 
pH 7.904 
OD  
Sal. 25,3 
ºC 17.7 
Cond. 40.0 
pH 7.877 
OD  
Sal. 25,3 
ºC 18.2 
Cond. 40.0 
pH 7.906 
OD  
Sal. 25,3 
ºC 18.0 
Cond. 40.0 
pH 7.888 
OD  
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25,3 
ºC 17.3 
Cond. 40.0 
pH 7.796 
OD  
Sal. 25,3 
ºC 17.4 
Cond. 40.1 
pH 7.837 
OD  
Sal. 25,3 
ºC 17.4 
Cond. 40.1 
pH 7.798 
OD  
Sal. 25,3 
ºC 17.5 
Cond. 40.1 
pH 7.821 
OD  
Sal. 25,3 
ºC 17.4 
Cond. 40.0 
pH 7.835 
OD  
 
Tivemos problemas com o oxímetro e não pudemos fazer leituras do Oxigénio dissolvido. 
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Tabela de parâmetros de 6/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 1     Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 17.5 
Cond. 39.8 
pH 7.983 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 17.6 
Cond. 39.8 
pH 7.976 
OD  
Sal. 25.2 
ºC 17.8 
Cond. 39.8 
pH 8.002 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 17.6 
Cond. 39.8 
pH 8.017 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 17.6 
Cond. 39.8 
pH 8.015 
OD  
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC 18.0 
Cond. 39.8 
pH 8.010 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.8 
pH 8.016 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.8 
pH 8.011 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.8 
pH 8.015 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 18.0 
Cond. 39.8 
pH 8.015 
OD  
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC 17.7 
Cond. 39.8 
pH 7.977 
OD  
Sal. 25.2 
ºC 17.7 
Cond. 39.8 
pH 7.978 
OD  
Sal. 25.2 
ºC 17.7 
Cond. 39.8 
pH 7.975 
OD  
Sal. 25.2 
ºC 17.6 
Cond. 39.9 
pH 7.979 
OD  
Sal. 25.2 
ºC 17.5 
Cond. 39.9 
pH 7.937 
OD  
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.2 
ºC 17.3 
Cond. 39.9 
pH 7.952 
OD  
Sal. 25.2 
ºC 17.2 
Cond. 39.9 
pH 7.984 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 17.2 
Cond. 39.9 
pH 7.997 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 17.2 
Cond. 39.9 
pH 7.987 
OD  
Sal. 25.1 
ºC 17.2 
Cond. 39.9 
pH 7.990 
OD  
 
Tivemos problemas com o oxímetro e não pudemos fazer leituras do Oxigénio dissolvido. 
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Tabela de parâmetros de 7/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 2     Antes de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.6 
ºC 16.3 
Cond. 40.6 
pH 7.815 
OD 7.49 
Sal. 25.7 
ºC 16.4 
Cond. 40.6 
pH 7.883 
OD 7.90 
Sal. 25.6 
ºC 16.4 
Cond. 40.6 
pH 7.878 
OD 7.76 
Sal. 25.5 
ºC 16.5 
Cond. 40.4 
pH 7.810 
OD 7.43 
Sal. 25.5 
ºC 16.6 
Cond. 40.4 
pH 7.777 
OD 7.50 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.4 
ºC 16.9 
Cond. 40.3 
pH 7.815 
OD 7.60 
Sal. 25.4 
ºC 17.1 
Cond. 40.3 
pH 7.766 
OD 7.10 
Sal. 25.4 
ºC 17.2 
Cond. 40.2 
pH 7.804 
OD 7.38 
Sal. 25.4 
ºC 17.1 
Cond. 40.2 
pH 7.804 
OD 7.28 
Sal. 25.4 
ºC 17.1 
Cond. 40.2 
pH 7.855 
OD 7.51 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.4 
ºC 17.1 
Cond. 40.3 
pH 7.839 
OD 7.53 
Sal. 25.5 
ºC 17.2 
Cond. 40.3 
pH 7.853 
OD 7.48 
Sal. 25.5 
ºC 17.2 
Cond. 40.3 
pH 7.853 
OD 7.50 
Sal. 25.6 
ºC 17.1 
Cond. 40.3 
pH 7.872 
OD 7.72 
Sal. 25.5 
ºC 17.0 
Cond. 40.4 
pH 7.896 
OD 7.37 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.5 
ºC 16.5 
Cond. 40.4 
pH 7.846 
OD 7.15 
Sal. 25.6 
ºC 16.4 
Cond. 40.5 
pH 7.867 
OD 7.29 
Sal. 25.6 
ºC 16.4 
Cond. 40.5 
pH 7.883 
OD 7.42 
Sal. 25.5 
ºC 16.5 
Cond. 40.5 
pH 7.853 
OD 7.28 
Sal. 25.5 
ºC 16.5 
Cond. 40.4 
pH 7.869 
OD 7.06 
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Tabela de parâmetros de 7/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 2     Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 16.9 
Cond. 39.8 
pH 8.016 
OD 9.35 
Sal. 25.2 
ºC 16.8 
Cond. 39.7 
pH 8.018 
OD 9.46 
Sal. 25.0 
ºC 16.8 
Cond. 39.7 
pH 8.025 
OD 9.33 
Sal. 25.0 
ºC 16.8 
Cond. 39.7 
pH 8.024 
OD 9.34 
Sal. 25.0 
ºC 16.8 
Cond. 39.7 
pH 8.025 
OD 9.25 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC 17.2 
Cond. 39.7 
pH 8.025 
OD 9.62 
Sal. 25.1 
ºC 17.3 
Cond. 39.7 
pH 8.025 
OD 8.91 
Sal. 25.0 
ºC 17.4 
Cond. 39.7 
pH 8.023 
OD 9.92 
Sal. 25.0 
ºC 17.4 
Cond. 39.9 
pH 8.027 
OD 9.34 
Sal. 25.0 
ºC 17.3 
Cond. 39.3 
pH 8.029 
OD 9.25 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 16.9 
Cond. 39.7 
pH 8.098 
OD 9.87 
Sal. 25.0 
ºC 16.9 
Cond. 39.7 
pH 8.059 
OD 9.64 
Sal. 25.0 
ºC 16.9 
Cond. 39.7 
pH 8.101 
OD 9.53 
Sal. 25.0 
ºC 16.9 
Cond. 39.7 
pH 8.106 
OD 9.65 
Sal. 25.0 
ºC 16.8 
Cond. 39.7 
pH 8.105 
OD 9.51 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.0 
ºC 16.6 
Cond. 39.7 
pH 8.104 
OD 9.59 
Sal. 25.0 
ºC 16.5 
Cond. 39.7 
pH 8.105 
OD 9.57 
Sal. 25.0 
ºC 16.5 
Cond. 39.7 
pH 8.105 
OD 9.30 
Sal. 25.0 
ºC 16.5 
Cond. 39.7 
pH 8.107 
OD 9.30 
Sal. 25.0 
ºC 16.4 
Cond. 39.7 
pH 8.108 
OD 9.36 
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Tabela de parâmetros de 8/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 3     Antes de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 17.1 
Cond. 40.3 
pH 7.815 
OD 10.3 
Sal. 25.5 
ºC 17.2 
Cond. 40.3 
pH 7.841 
OD 9.7 
Sal. 25.4 
ºC 17.4 
Cond. 40.2 
pH 7.822 
OD 10.0 
Sal. 25.4 
ºC 17.4 
Cond. 40.2 
pH 7.884 
OD 10.1 
Sal. 25.3 
ºC 17.4 
Cond. 40.1 
pH 7.833 
OD 10.0 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.4 
ºC 17.6 
Cond. 40.1 
pH 7.886 
OD 10.6 
Sal. 25.4 
ºC 17.7 
Cond. 40.1 
pH 7.864 
OD 10.5 
Sal. 25.4 
ºC 17.7 
Cond. 40.1 
pH 7.883 
OD 10.5 
Sal. 25.3 
ºC 17.6 
Cond. 40.1 
pH 7.874 
OD 9.9 
Sal. 25.3 
ºC 17.6 
Cond. 40.1 
pH 7.886 
OD 9.6 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.3 
ºC 17.6 
Cond. 40.1 
pH 7.861 
OD 10.3 
Sal. 25.4 
ºC 17.7 
Cond. 40.1 
pH 7.890 
OD 10.0 
Sal. 25.4 
ºC 17.7 
Cond. 40.1 
pH 7.844 
OD 9.3 
Sal. 25.3 
ºC 17.7 
Cond. 40.1 
pH 7.829 
OD 8.8 
Sal. 25.3 
ºC 17.6 
Cond. 40.2 
pH 7.815 
OD 9.4 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 17.3 
Cond. 40.2 
pH 7.885 
OD 10.2 
Sal. 25.4 
ºC 17.3 
Cond. 40.2 
pH 7.769 
OD 9.2 
Sal. 25.4 
ºC 17.3 
Cond. 40.3 
pH 7.869 
OD 10.3 
Sal. 25.4 
ºC 17.3 
Cond. 40.2 
pH 7.866 
OD 10.1 
Sal. 25.3 
ºC 17.4 
Cond. 40.1 
pH 7.872 
OD 10.0 
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Tabela de parâmetros de 8/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 3     Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.0 
ºC 17.2 
Cond. 39.6 
pH 8.236 
OD 9.6 
Sal. 25.0 
ºC 17.3 
Cond. 39.7 
pH 8.230 
OD 10.8 
Sal. 25.0 
ºC 17.3 
Cond. 39.7 
pH 8.240 
OD 10.9 
Sal. 25.0 
ºC 17.3 
Cond. 39.6 
pH 8.234 
OD 10.2 
Sal. 25.0 
ºC 17.3 
Cond. 39.6 
pH 8.244 
OD 10.7 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 17.4 
Cond. 39.7 
pH 8.238 
OD 10.8 
Sal. 25.0 
ºC 17.6 
Cond. 39.6 
pH 8.238 
OD 10.9 
Sal. 25.0 
ºC 17.7 
Cond. 39.6 
pH 8.236 
OD 10.9 
Sal. 25.0 
ºC 17.7 
Cond. 39.6 
pH 8.238 
OD 11.2 
Sal. 25.0 
ºC 17.7 
Cond. 39.6 
pH 8.235 
OD 10.5 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 17.4 
Cond. 39.7 
pH 8.174 
OD 10.4 
Sal. 25.1 
ºC 17.5 
Cond. 39.7 
pH 8.176 
OD 10.5 
Sal. 25.0 
ºC 17.5 
Cond. 39.7 
pH 8.179 
OD 10.9 
Sal. 25.0 
ºC 17.4 
Cond. 39.7 
pH 8.184 
OD 10.3 
Sal. 25.0 
ºC 17.4 
Cond. 39.7 
pH 8.180 
OD 10.5 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.0 
ºC 17.2 
Cond. 39.6 
pH 8.184 
OD 10.5 
Sal. 25.0 
ºC 17.2 
Cond. 39.7 
pH 8.188 
OD 10.2 
Sal. 25.1 
ºC 17.2 
Cond. 39.7 
pH 8.191 
OD 10.5 
Sal. 25.0 
ºC 17.2 
Cond. 39.8 
pH 8.191 
OD 10.1 
Sal. 25.1 
ºC 17.2 
Cond. 39.7 
pH 8.196 
OD 10.7 
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Tabela de parâmetros de 9/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 4     Antes de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.2 
ºC 19.1 
Cond. 39.9 
pH 7.848 
OD 8.6 
Sal. 25.3 
ºC 19.2 
Cond. 40.0 
pH 7.917 
OD 8.8 
Sal. 25.3 
ºC 19.3 
Cond. 39.9 
pH 7.915 
OD 8.8 
Sal. 25.3 
ºC 19.3 
Cond. 39.9 
pH 7.917 
OD 8.9 
Sal. 25.3 
ºC 19.3 
Cond. 39.8 
pH 7.909 
OD 8.6 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.3 
ºC 19.5 
Cond. 39.9 
pH 7.898 
OD 8.8 
Sal. 25.3 
ºC 19.7 
Cond. 39.9 
pH 7.901 
OD 8.9 
Sal. 25.3 
ºC 19.8 
Cond. 40.0 
pH 7.889 
OD 8.7 
Sal. 25.3 
ºC 19.8 
Cond. 39.9 
pH 7.876 
OD 8.8 
Sal. 25.3 
ºC 19.7 
Cond. 39.9 
pH 7.906 
OD 8.7 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.4 
ºC 19.7 
Cond. 40.0 
pH 7.884 
OD 8.8 
Sal. 25.4 
ºC 19.8 
Cond. 40.0 
pH 7.905 
OD 8.8 
Sal. 25.4 
ºC 19.8 
Cond. 40.0 
pH 7.918 
OD 8.9 
Sal. 25.3 
ºC 19.8 
Cond. 40.0 
pH 7.907 
OD 8.8 
Sal. 25.3 
ºC 19.7 
Cond. 40.0 
pH 7.924 
OD 9.0 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 19.2 
Cond. 40.0 
pH 7.907 
OD 8.8 
Sal. 25.4 
ºC 19.2 
Cond. 40.0 
pH 7.871 
OD 8.7 
Sal. 25.4 
ºC 19.2 
Cond. 40.1 
pH 7.854 
OD 9.0 
Sal. 25.4 
ºC 19.2 
Cond. 40.1 
pH 7.930 
OD 8.9 
Sal. 25.4 
ºC 19.3 
Cond. 40.0 
pH 7.897 
OD 9.0 
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Tabela de parâmetros de 9/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 4     Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.093 
OD 8.1 
Sal. 25.1 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.117 
OD 9.0 
Sal. 25.1 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.119 
OD 9.1 
Sal. 25.1 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.117 
OD 9.2 
Sal. 25.1 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.136 
OD 8.8 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC 19.5 
Cond. 39.6 
pH 8.133 
OD 9.1 
Sal. 25.1 
ºC 19.7 
Cond. 39.6 
pH 8.133 
OD 9.2 
Sal. 25.1 
ºC 19.7 
Cond. 39.6 
pH 8.134 
OD 9.3 
Sal. 25.0 
ºC 19.7 
Cond. 39.6 
pH 8.138 
OD 9.1 
Sal. 25.1 
ºC 19.7 
Cond. 39.6 
pH 8.136 
OD 9.1 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.175 
OD 9.6 
Sal. 25.1 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.179 
OD 9.6 
Sal. 25.0 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.181 
OD 9.6 
Sal. 25.0 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.175 
OD 9.5 
Sal. 25.0 
ºC 19.2 
Cond. 39.6 
pH 8.179 
OD 9.5 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.0 
ºC 19.0 
Cond. 39.6 
pH 8.183 
OD 9.5 
Sal. 25.1 
ºC 19.0 
Cond. 39.7 
pH 8.189 
OD 9.6 
Sal. 25.0 
ºC 19.0 
Cond. 39.6 
pH 8.187 
OD 9.5 
Sal. 25.1 
ºC 19.0 
Cond. 39.6 
pH 8.194 
OD 9.5 
Sal. 25.1 
ºC 19.0 
Cond. 39.6 
pH 8.193 
OD 9.6 
Primeiro dia de alimentação. Alimentação feita depois de mudar o meio. 
31.58 ml de solução de algas por aquário. 
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Tabela de parâmetros de 10/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 5     Antes de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.6 
ºC 18.3 
Cond. 40.4 
pH 7.854 
OD 8.77 
Sal. 25.5 
ºC 18.4 
Cond. 40.3 
pH 7.883 
OD 8.90 
Sal. 25.5 
ºC 18.5 
Cond. 40.3 
pH 7.921 
OD 8.91 
Sal. 25.5 
ºC 18.5 
Cond. 40.2 
pH 7.917 
OD 8.65 
Sal. 25.4 
ºC 18.5 
Cond. 40.1 
pH 7.899 
OD 8.76 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.4 
ºC 19.1 
Cond. 40.1 
pH 7.902 
OD 8.60 
Sal. 25.4 
ºC 19.4 
Cond. 40.1 
pH 7.914 
OD 8.45 
Sal. 25.4 
ºC 19.4 
Cond. 40.1 
pH 7.905 
OD 8.90 
Sal. 25.4 
ºC 19.4 
Cond. 40.1 
pH 7.904 
OD 8.37 
Sal. 25.4 
ºC 19.3 
Cond. 40.1 
pH 7.924 
OD 8.63 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.5 
ºC 19.3 
Cond. 40.2 
pH 7.896 
OD 8.57 
Sal. 25.4 
ºC 19.6 
Cond. 40.1 
pH 7.911 
OD 8.47 
Sal. 25.4 
ºC 19.6 
Cond. 40.0 
pH 7.930 
OD 8.50 
Sal. 25.4 
ºC 19.5 
Cond. 40.1 
pH 7.917 
OD 9.04 
Sal. 25.4 
ºC 19.2 
Cond. 40.0 
pH 7.931 
OD 8.86 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 18.6 
Cond. 40.1 
pH 7.903 
OD 8.73 
Sal. 25.5 
ºC 18.4 
Cond. 40.3 
pH 7.907 
OD 8.50 
Sal. 25.5 
ºC 18.4 
Cond. 40.3 
pH 7.919 
OD 8.92 
Sal. 25.5 
ºC 18.5 
Cond. 40.3 
pH 7.930 
OD 8.85 
Sal. 25.4 
ºC 18.6 
Cond. 40.3 
pH 7.916 
OD 8.70 
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Tabela de parâmetros de 10/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 5     Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.0 
ºC 18.3 
Cond. 39.6 
pH 8.259 
OD 9.03 
Sal. 25.0 
ºC 18.3 
Cond. 39.6 
pH 8.274 
OD 8.88 
Sal. 25.0 
ºC 18.4 
Cond. 39.6 
pH 8.283 
OD 9.11 
Sal. 25.0 
ºC 18.4 
Cond. 39.6 
pH 8.286 
OD 8.76 
Sal. 25.0 
ºC 18.4 
Cond. 39.6 
pH 8.286 
OD 9.21 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 18.7 
Cond. 39.6 
pH 8.295 
OD 9.22 
Sal. 25.1 
ºC 18.8 
Cond. 39.6 
pH 8.299 
OD 8.87 
Sal. 25.0 
ºC 18.9 
Cond. 39.6 
pH 8.297 
OD 8.96 
Sal. 25.0 
ºC 18.9 
Cond. 39.6 
pH 8.298 
OD 8.94 
Sal. 25.0 
ºC 18.8 
Cond. 39.6 
pH 8.300 
OD 8.64 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 18.4 
Cond. 39.7 
pH 8.298 
OD 9.36 
Sal. 25.1 
ºC 18.5 
Cond. 39.7 
pH 8.300 
OD 9.36 
Sal. 25.0 
ºC 18.5 
Cond. 39.6 
pH 8.303 
OD 9.38 
Sal. 25.0 
ºC 18.5 
Cond. 39.6 
pH 8.304 
OD 9.44 
Sal. 25.0 
ºC 18.5 
Cond. 39.6 
pH 8.304 
OD 9.08 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 18.2 
Cond. 39.6 
pH 8.302 
OD 9.01 
Sal. 25.0 
ºC 18.2 
Cond. 39.7 
pH 8.304 
OD 9.00 
Sal. 25.0 
ºC 18.2 
Cond. 39.7 
pH 8.306 
OD 9.01 
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.7 
pH 8.308 
OD 8.82 
Sal. 25.0 
ºC 18.1 
Cond. 39.7 
pH 8.311 
OD 8.80 
Não alimentamos. 
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Tabela de parâmetros de 11/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 6     Antes de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.5 
ºC 16.5 
Cond. 40.4 
pH 7.859 
OD 8.78 
Sal. 25.4 
ºC 16.7 
Cond. 40.3 
pH 7.915 
OD 8.44 
Sal. 25.4 
ºC 16.8 
Cond. 40.2 
pH 7.937 
OD 9.55 
Sal. 25.3 
ºC 16.9 
Cond. 40.1 
pH 7.750 
OD 9.21 
Sal. 25.3 
ºC 16.8 
Cond. 40.1 
pH 7.929 
OD 9.18 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.3 
ºC 17.1 
Cond. 40.0 
pH 7.931 
OD 9.39 
Sal. 25.3 
ºC 17.2 
Cond. 40.1 
pH 7.823 
OD 9.32 
Sal. 25.3 
ºC 17.2 
Cond. 40.1 
pH 7.913 
OD 9.08 
Sal. 25.3 
ºC 17.2 
Cond. 40.0 
pH 7.893 
OD 9.41 
Sal. 25.3 
ºC 17.1 
Cond. 40.1 
pH 7.952 
OD 9.55 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.3 
ºC 17.2 
Cond. 40.1 
pH 7.926 
OD 9.29 
Sal. 25.3 
ºC 17.2 
Cond. 40.1 
pH 7.783 
OD 9.36 
Sal. 25.3 
ºC 17.3 
Cond. 40.1 
pH 7.940 
OD 9.53 
Sal. 25.3 
ºC 17.3 
Cond. 40.1 
pH 7.936 
OD 9.36 
Sal. 25.3 
ºC 17.1 
Cond. 40.2 
pH 7.933 
OD 9.90 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 16.9 
Cond. 40.2 
pH 7.909 
OD 9.87 
Sal. 25.4 
ºC 16.9 
Cond. 40.2 
pH 7.797 
OD 9.71 
Sal. 25.4 
ºC 16.9 
Cond. 40.2 
pH 7.901 
OD 9.56 
Sal. 25.4 
ºC 16.9 
Cond. 40.2 
pH 7.930 
OD 9.73 
Sal. 25.3 
ºC 17.0 
Cond. 40.1 
pH 7.931 
OD 9.72 
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Tabela de parâmetros de 11/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 6     Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 8.269 
OD 9.88 
Sal. 25.0 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 8.298 
OD 9.08 
Sal. 25.0 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 8.299 
OD 9.23 
Sal. 25.0 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 8.300/7.302 
OD 9.91 
Sal. 25.0 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 8.299 
OD 9.38 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 18.8 
Cond. 39.6 
pH 8.298 
OD 9.60 
Sal. 25.0 
ºC 18.9 
Cond. 39.6 
pH 8.305/7.505 
OD 9.22 
Sal. 25.0 
ºC 19.0 
Cond. 39.6 
pH 8.309 
OD 9.82 
Sal. 25.0 
ºC 19.0 
Cond. 39.6 
pH 8.304 
OD 9.15 
Sal. 25.0 
ºC 19.0 
Cond. 39.6 
pH 8.308 
OD 9.76 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 18.5 
Cond. 39.6 
pH 8.295 
OD 9.87 
Sal. 25.0 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 8.294/7.304 
OD 9.90 
Sal. 25.0 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 8.295 
OD 9.83 
Sal. 25.1 
ºC 18.6 
Cond. 39.7 
pH 8.300 
OD 9.84 
Sal. 25.1 
ºC 18.5 
Cond. 39.7 
pH 8.296 
OD 9.96 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 18.4 
Cond. 39.6 
pH 8.291 
OD 9.87 
Sal. 25.1 
ºC 18.4 
Cond. 39.7 
pH 8.293/7.501 
OD 9.99 
Sal. 25.1 
ºC 18.4 
Cond. 39.7 
pH 8.296 
OD 9.99 
Sal. 25.1 
ºC 18.4 
Cond. 39.7 
pH 8.299 
OD 9.46 
Sal. 25.1 
ºC 18.4 
Cond. 39.7 
pH 8.300 
OD 9.63 
Segundo dia de alimentação. Alimentação feita depois de mudar o meio. 
42.00 ml de solução de algas por aquário. 
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Tabela de parâmetros de 12/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 7     Antes de mudar meio. 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 17.4 
Cond. 40.3 
pH 7.908 
OD 13.64 
Sal. 25.4 
ºC 17.5 
Cond. 40.1 
pH 7.938 
OD 12.10 
Sal. 25.4 
ºC 17.6 
Cond. 40.1 
pH 7.974 
OD 11.99 
Sal. 25.2 
ºC 17.7 
Cond. 40.0 
pH 7.753 
OD 11.96 
Sal. 25.3 
ºC 17.5 
Cond. 40.1 
pH 7.952 
OD 11.85 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.3 
ºC 17.8 
Cond. 40.2 
pH 7.929 
OD 11.49 
Sal. 25.2 
ºC 18.0 
Cond. 39.9 
pH 7.714 
OD 10.49 
Sal. 25.2 
ºC 17.9 
Cond. 39.9 
pH 7.943 
OD 8.89 
Sal. 25.2 
ºC 17.9 
Cond. 40.0 
pH 7.914 
OD 10.06 
Sal. 25.2 
ºC 17.8 
Cond. 40.0 
pH 8.020 
OD 11.04 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.3 
ºC 17.9 
Cond. 40.0 
pH 7.948 
OD 10.76 
Sal. 25.3 
ºC 18.0 
Cond. 40.0 
pH 7.772 
OD 10.83 
Sal. 25.3 
ºC 18.0 
Cond. 40.0 
pH 7.937 
OD 10.88 
Sal. 25.3 
ºC 18.0 
Cond. 40.0 
pH 7.931 
OD 10.15 
Sal. 25.3 
ºC 17.8 
Cond. 40.1 
pH 7.874 
OD 10.40 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 17.6 
Cond. 40.1 
pH 7.923 
OD 10.49 
Sal. 25.4 
ºC 17.6 
Cond. 40.2 
pH 7.822 
OD 10.17 
Sal. 25.4 
ºC 17.6 
Cond. 40.2 
pH 7.928 
OD 10.06 
Sal. 25.4 
ºC 17.6 
Cond. 40.1 
pH 7.947 
OD 10.85 
Sal. 25.3 
ºC 17.7 
Cond. 40.0 
pH 7.996 
OD 8.51 
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Tabela de parâmetros de 12/Dez./2014 
 
Aclimatação: Dia 7     Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.0 
ºC 18.0 
Cond. 39.7 
pH 8.226 
OD 5.86 
Sal. 25.0 
ºC 18.0 
Cond. 39.7 
pH 8.242 
OD 6.06 
Sal. 25.1 
ºC 18.0 
Cond. 39.6 
pH 8.246 
OD 5.98 
Sal. 25.1 
ºC 18.0 
Cond. 39.7 
pH 8.251/7.304 
OD 5.74 
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.7 
pH 8.267 
OD 4.24 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC 18.3 
Cond. 39.7 
pH 8.276 
OD 4.17 
Sal. 25.1 
ºC 18.4 
Cond. 39.7 
pH 8.274/7.515 
OD 4.14 
Sal. 25.1 
ºC 18.5 
Cond. 39.7 
pH 8.267 
OD 3.96 
Sal. 25.1 
ºC 18.5 
Cond. 39.7 
pH 8.270 
OD 3.77 
Sal. 25.1 
ºC 18.4 
Cond. 39.7 
pH 8.273 
OD 3.90 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.7 
pH 8.214 
OD 3.90 
Sal. 25.1 
ºC 18.2 
Cond. 39.7 
pH 8.214/7.304 
OD 3.94 
Sal. 25.1 
ºC 18.2 
Cond. 39.8 
pH 8.214 
OD 4.35 
Sal. 25.1 
ºC 18.2 
Cond. 39.7 
pH 8.215 
OD 4.28 
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.7 
pH 8.210 
OD 4.17 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 17.8 
Cond. 39.8 
pH 8.205 
OD 4.20 
Sal. 25.1 
ºC 17.8 
Cond. 39.8 
pH 8.203 
OD 4.23 
Sal. 25.1 
ºC 17.9 
Cond. 39.8 
pH 8.217 
OD 3.78 
Sal. 25.1 
ºC 17.9 
Cond. 39.8 
pH 8.212 
OD 3.74 
Sal. 25.1 
ºC 17.9 
Cond. 39.8 
pH 8.212 
OD 3.88 
Não alimentamos. 
Contaminação das algas. 
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Tabela de parâmetros de 13/Dez./2014 
 
Teste: Dia 1 (1ª amostragem – D0 – 0 horas)     Antes de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.5 
ºC 17.5 
Cond. 40.4 
pH 7.870 
OD 10.63 
Sal. 25.5 
ºC 17.6 
Cond. 40.4 
pH 7.929 
OD 10.40 
Sal. 25.5 
ºC 17.8 
Cond. 40.63 
pH 7.949 
OD 10.62 
Sal. 25.3 
ºC 18.1 
Cond. 40.1 
pH 7.302 
OD 10.03 
Sal. 25.4 
ºC 18.0 
Cond. 40.2 
pH 7.960 
OD 10.80 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.4 
ºC 18.3 
Cond. 40.1 
pH 7.971 
OD 10.50 
Sal. 25.4 
ºC 18.3 
Cond. 40.2 
pH 7.519 
OD 10.40 
Sal. 25.4 
ºC 18.3 
Cond. 40.2 
pH 7.949 
OD 10.08 
Sal. 25.4 
ºC 18.4 
Cond. 40.1 
pH 7.949 
OD 10.16 
Sal. 25.4 
ºC 18.3 
Cond. 40.1 
pH 7.931 
OD 9.31 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.4 
ºC 18.4 
Cond. 40.1 
pH 7.943 
OD 9.30 
Sal. 25.4 
ºC 18.4 
Cond. 40.1 
pH 7.322 
OD 9.44 
Sal. 25.4 
ºC 18.4 
Cond. 40.2 
pH 8.045 
OD 8.14 
Sal. 25.4 
ºC 18.5 
Cond. 40.1 
pH 7.892 
OD 9.13 
Sal. 25.4 
ºC 18.4 
Cond. 40.1 
pH 8.008 
OD 9.64 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 18.2 
Cond. 40.2 
pH 7.962 
OD 9.98 
Sal. 25.5 
ºC 18.2 
Cond. 40.3 
pH 7.506 
OD 9.47 
Sal. 25.5 
ºC 18.2 
Cond. 40.3 
pH 8.002 
OD 10.10 
Sal. 25.4 
ºC 18.3 
Cond. 40.2 
pH 8.017 
OD 9.31 
Sal. 25.4 
ºC 18.3 
Cond. 40.0 
pH 7.974 
OD 9.20 
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Tabela de parâmetros de 13/Dez./2014 
 
Teste: Dia 1 (1ª amostragem – D0 – 0 horas)    Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 18.8 
Cond. 39.7 
pH 8.300 
OD 6.58 
Sal. 25.12 
ºC 18.9 
Cond. 39.7 
pH 8.323 
OD 6.50 
Sal. 25.1 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 8.237 
OD 8.64 
Sal. 25.0 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 8.246/7.306 
OD 9.18 
Sal. 25.1 
ºC 19.0 
Cond. 39.7 
pH 8.325 
OD 7.23 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC 19.6 
Cond. 39.7 
pH 8.319 
OD 6.30 
Sal. 25.1 
ºC 19.4 
Cond. 39.6 
pH 8.288/7.527 
OD 8.23 
Sal. 25.1 
ºC 19.7 
Cond. 39.7 
pH 8.314 
OD 6.30 
Sal. 25.1 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.282 
OD 8.78 
Sal. 25.1 
ºC 19.6 
Cond. 39.6 
pH 8.316 
OD 6.31 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 19.0 
Cond. 39.6 
pH 8.285 
OD 8.81 
Sal. 25.1 
ºC 19.0 
Cond. 39.6 
pH 8.290/7.301 
OD 7.73 
Sal. 25.1 
ºC 19.3 
Cond. 39.6 
pH 8.313 
OD 7.13 
Sal. 25.1 
ºC 19.2 
Cond. 39.6 
pH 8.306 
OD 7.02 
Sal. 25.1 
ºC 19.2 
Cond. 39.6 
pH 8.289 
OD 6.95 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 18.7 
Cond. 39.7 
pH 8.309 
OD 7.36 
Sal. 25.0 
ºC 18.4 
Cond. 39.6 
pH 8.291/7.503 
OD 8.53 
Sal. 25.1 
ºC 18.6 
Cond. 39.7 
pH 8.315 
OD 7.76 
Sal. 25.1 
ºC 18.6 
Cond. 39.7 
pH 8.319 
OD 6.86 
Sal. 25.1 
ºC 18.6 
Cond. 39.1 
pH 8.312 
OD 7.17 
Alimentação com algas contaminadas. 
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Tabela de parâmetros de 14/Dez./2014 
 
Teste: Dia 2                  Antes de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.6 
ºC 16.9 
Cond. 40.5 
pH 7.959 
OD 6.20 
Sal. 25.5 
ºC 17.1 
Cond. 40.4 
pH 7.984 
OD 6.20 
Sal. 25.4 
ºC 17.3 
Cond. 40.3 
pH 7.982 
OD 5.78 
Sal. 25.4 
ºC 17.5 
Cond. 40.2 
pH 7.321 
OD 5.87 
Sal. 25.4 
ºC 17.4 
Cond. 40.2 
pH 7.990 
OD 5.61 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.3 
ºC 18.0 
Cond. 40.1 
pH 7.941 
OD 4.91 
Sal. 25.3 
ºC 18.0 
Cond. 40.1 
pH 7.505 
OD 5.51 
Sal. 25.4 
ºC 18.0 
Cond. 40.2 
pH 7.932 
OD 4.92 
Sal. 25.3 
ºC 18.1 
Cond. 40.1 
pH 7.977 
OD 4.97 
Sal. 25.4 
ºC 18.0 
Cond. 40.1 
pH 7.998 
OD 4.94 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.4 
ºC 18.0 
Cond. 40.1 
pH 7.940 
OD 4.69 
Sal. 25.4 
ºC 18.3 
Cond. 40.1 
pH 7.303 
OD 4.21 
Sal. 25.4 
ºC 18.2 
Cond. 40.1 
pH 7.966 
OD 4.74 
Sal. 25.4 
ºC 18.2 
Cond. 40.1 
pH 7.970 
OD 4.76 
Sal. 25.4 
ºC 17.9 
Cond. 40.3 
pH 8.009 
OD 4.62 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 17.5 
Cond. 40.2 
pH 7.967 
OD 4.62 
Sal. 25.4 
ºC 17.6 
Cond. 40.3 
pH 7.521 
OD 4.52 
Sal. 25.4 
ºC 17.6 
Cond. 40.2 
pH 7.991 
OD 4.90 
Sal. 25.4 
ºC 17.7 
Cond. 40.2 
pH 8.004 
OD 4.55 
Sal. 25.4 
ºC 17.1 
Cond. 40.2 
pH 8.011 
OD 4.29 
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Tabela de parâmetros de 14/Dez./2014 
 
Teste: Dia 2                  Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.0 
ºC 18.1 
Cond. 39.6 
pH 8.165 
OD 3.54 
Sal. 25.0 
ºC 18.1 
Cond. 39.6 
pH 8.185 
OD 3.27 
Sal. 25.0 
ºC 18.1 
Cond. 39.6 
pH 8.192 
OD 3.21 
Sal. 25.0 
ºC 18.1 
Cond. 39.6 
pH 8.190/7.303 
OD 3.16 
Sal. 25.0 
ºC 18.2 
Cond. 39.6 
pH 8.227 
OD 2.40 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC 18.3 
Cond. 39.7 
pH 8.238 
OD 2.34 
Sal. 25.0 
ºC 18.7 
Cond. 39.6 
pH 8.231/7.506 
OD 2.24 
Sal. 25.0 
ºC 18.6 
Cond. 39.6 
pH 8.231 
OD 2.33 
Sal. 25.0 
ºC 18.7 
Cond. 39.6 
pH 8.229 
OD 2.29 
Sal. 25.0 
ºC 18.0 
Cond. 39.6 
pH 8.230 
OD 2.60 
Aquário 11 
Com UV 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 13 
Com UV 
Aquário 14 
Com UV 
Aquário 15 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 18.4 
Cond. 39.6 
pH 8.265 
OD 1.81 
Sal. 25.1 
ºC 18.4 
Cond. 39.8 
pH 8.245/7.320 
OD 2.03 
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.8 
pH 8.266 
OD 1.80 
Sal. 25.1 
ºC 18.3 
Cond. 39.8 
pH 8.267 
OD 1.76 
Sal. 25.1 
ºC 18.3 
Cond. 39.8 
pH 8.264 
OD 1.64 
Aquário 16 
Sem UV 
Aquário 17 
Sem UV 
Aquário 18 
Sem UV 
Aquário 19 
Sem UV 
Aquário 20 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.8 
pH 8.266 
OD 1.78 
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.8 
pH 8.266/7.502 
OD 1.81 
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.8 
pH 8.271 
OD 1.74 
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.8 
pH 8.270 
OD 1.77 
Sal. 25.1 
ºC 18.1 
Cond. 39.8 
pH 8.279 
OD 1.74 
Alimentação com algas contaminadas. 
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Tabela de parâmetros de 15/Dez./2014 
 
Teste: Dia 3 (2ª amostragem – D1 – 48 horas)             Antes de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 16.3 
Cond. 40.4 
pH 7.956 
OD 2.92 
Sal. 25.4 
ºC 16.4 
Cond. 40.3 
pH 7.964 
OD 2.88 
Sal. 25.4 
ºC 16.4 
Cond. 40.3 
pH 7.998 
OD 2.84 
Sal. 25.3 
ºC 16.5 
Cond. 40.2 
pH 7.300 
OD 2.86 
Sal. 25.3 
ºC 16.5 
Cond. 40.2 
pH 8.008 
OD 2.84 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.3 
ºC 16.8 
Cond. 40.1 
pH 7.991 
OD 2.86 
Sal. 25.3 
ºC 16.8 
Cond. 40.1 
pH 7.508 
OD 2.74 
Sal. 25.3 
ºC 16.8 
Cond. 40.1 
pH 7.964 
OD 2.82 
Sal. 25.3 
ºC 18.8 
Cond. 40.1 
pH 7.974 
OD 2.83 
Sal. 25.3 
ºC 16.8 
Cond. 40.0 
pH 7.998 
OD 2.80 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 17 
Sem UV 
   
Sal. 25.4 
ºC 17.0 
Cond. 40.3 
pH 7.300 
OD 2.42 
Sal. 25.5 
ºC 16.3 
Cond. 40.4 
pH 7.507 
OD 1.99 
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Tabela de parâmetros de 15/Dez./2014 
 
Teste: Dia 3 (2ª amostragem – D1 – 48 horas)                 Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.0 
ºC 17.7 
Cond. 39.6 
pH 8.188 
OD 2.42 
Sal. 25.0 
ºC 17.7 
Cond. 39.7 
pH 8.203 
OD 2.76 
Sal. 25.0 
ºC 17.8 
Cond. 39.7 
pH 8.205 
OD 2.82 
Sal. 25.0 
ºC 17.8 
Cond. 39.7 
pH 8.207/7.334 
OD 2.80 
Sal. 25.0 
ºC 17.8 
Cond. 39.7 
pH 8.211 
OD 2.78 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.0 
ºC 18.0 
Cond. 39.7 
pH 8.217 
OD 2.80 
Sal. 25.0 
ºC 18.1 
Cond. 39.7 
pH 8.217/7.503 
OD 2.83 
Sal. 25.1 
ºC 18.3 
Cond. 39.7 
pH 8.221 
OD 2.74 
Sal. 25.0 
ºC 18.1 
Cond. 39.7 
pH 8.219 
OD 2.71 
Sal. 25.0 
ºC 18.1 
Cond. 39.6 
pH 8.221 
OD 2.66 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 17 
Sem UV 
   
Sal. 25.1 
ºC 18.4 
Cond. 39.7 
pH 8.228/7.314 
OD 2.51 
Sal. 25.1 
ºC 18.0 
Cond. 39.6 
pH 8.234/7.501 
OD 2.04 
   
Alimentação com algas contaminadas. 
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Tabela de parâmetros de 16/Dez./2014 
 
Teste: Dia 4                     Antes de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.5 
ºC 18.1 
Cond. 40.3 
pH 8.010 
OD 2.71 
Sal. 25.4 
ºC 18.3 
Cond. 40.2 
pH 8.017 
OD 2.75 
Sal. 25.4 
ºC 18.4 
Cond. 40.1 
pH 8.015 
OD 2.73 
Sal. 25.4 
ºC 18.4 
Cond. 40.1 
pH 7.324 
OD 1.83 
Sal. 25.3 
ºC 18.6 
Cond. 40.1 
pH 8.037 
OD 2.72 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.3 
ºC 18.8 
Cond. 40.0 
pH 7.998 
OD 2.73 
Sal. 25.3 
ºC 18.6 
Cond. 40.0 
pH 7.506 
OD 2.19 
Sal. 25.4 
ºC 18.8 
Cond. 40.1 
pH 7.985 
OD 2.74 
Sal. 25.3 
ºC 18.7 
Cond. 40.1 
pH 8.011 
OD 2.76 
Sal. 25.3 
ºC 18.7 
Cond. 40.0 
pH 7.992 
OD 2.79 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 17 
Sem UV 
   
Sal. 25.3 
ºC 18.7 
Cond. 40.0 
pH 7.303 
OD 2.90 
Sal. 25.3 
ºC 18.1 
Cond. 39.9 
pH 7.500 
OD 2.28 
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Tabela de parâmetros de 16/Dez./2014 
 
Teste: Dia 4                                    Depois de mudar meio. 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.1 
ºC 20.8 
Cond. 39.6 
pH 8.090 
OD 1.43 
Sal. 25.1 
ºC 20.8 
Cond. 39.6 
pH 8.108 
OD 1.53 
Sal. 25.1 
ºC 20.9 
Cond. 39.6 
pH 8.105 
OD 1.42 
Sal. 25.1 
ºC 20.5 
Cond. 39.5 
pH 8.083/7.314 
OD 1.53 
Sal. 25.1 
ºC 20.8 
Cond. 39.5 
pH 8.092 
OD 1.40 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.1 
ºC 20.8 
Cond. 39.6 
pH 8.103 
OD 1.39 
Sal. 25.1 
ºC 20.9 
Cond. 39.4 
pH 8.116/7.517 
OD 1.67 
Sal. 25.1 
ºC 21.0 
Cond. 39.6 
pH 8.099 
OD 1.40 
Sal. 25.1 
ºC 21.0 
Cond. 39.5 
pH 8.095 
OD 1.38 
Sal. 25.1 
ºC 20.9 
Cond. 39.5 
pH 8.097 
OD 1.37 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 17 
Sem UV 
   
Sal. 25.0 
ºC 20.9 
Cond. 39.5 
pH 8.048/7.305 
OD 1.39 
Sal. 25.0 
ºC 20.7 
Cond. 39.5 
pH 8.003/7.508 
OD 1.74 
   
Alimentação com algas contaminadas. 
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Tabela de parâmetros de 17/Dez./2014 
 
Teste: Dia 5 (3ª amostragem – D2 - 96 horas). 
 
Aquário 1 
Sem UV 
Aquário 2 
Sem UV 
Aquário 3 
Sem UV 
Aquário 4 
Sem UV 
Aquário 5 
Sem UV 
Sal. 25.4 
ºC 17.9 
Cond. 40.2 
pH 7.905 
OD 1.6 
Sal. 25.4 
ºC 18.0 
Cond. 40.2 
pH 7.900 
OD 1.6 
Sal. 25.4 
ºC 18.2 
Cond. 40.1 
pH 7.898 
OD 1.5 
Sal. 25.3 
ºC 18.3 
Cond. 40.1 
pH 7.375 
OD 1.5 
Sal. 25.3 
ºC 18.4 
Cond. 40.0 
pH 7.969 
OD 1.5 
Aquário 6 
Com UV 
Aquário 7 
Com UV 
Aquário 8 
Com UV 
Aquário 9 
Com UV 
Aquário 10 
Com UV 
Sal. 25.2 
ºC 18.7 
Cond. 39.8 
pH 7.917 
OD 1.5 
Sal. 25.3 
ºC 18.7 
Cond. 39.9 
pH 7.584 
OD 1.5 
Sal. 25.3 
ºC 18.7 
Cond. 39.9 
pH 7.909 
OD 1.5 
Sal. 25.3 
ºC 18.7 
Cond. 39.9 
pH 7.949 
OD 1.6 
Sal. 25.2 
ºC 18.7 
Cond. 39.9 
pH 7.949 
OD 1.6 
Aquário 12 
Com UV 
Aquário 17 
Sem UV 
   
Sal. 25.0 
ºC 18.8 
Cond. 39.5 
pH 7.383 
OD 1.6 
Sal. 25.2 
ºC 18.1 
Cond. 39.9 
pH 7.751 
OD 1.6 
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Anexo D 
 
Registo dos valores de amónia 
 
Dia Aquário Absorvância (λ 630 nm) 
2 
(aclimatação) 
1 0.600 0.591 0.605 
2 0.572 0.532 0.516 
3 0.534 0.504 0.509 
4 0.534 0.536 0.530 
5 0.633 0.581 0.578 
6 0.570 0.509 0.483 
7 0.501 0.537 0.516 
8 0.483 0.485 0.483 
9 0.563 0.559 0.542 
10 0.551 0.553 0.556 
11 0.471 0.465 0.453 
12 0.498 0.490 0.484 
13 0.502 0.503 0.505 
14 0.507 0.501 0.498 
15 0.506 0.479 0.479 
16 0.614 0.624 0.615 
17 0.594 0.568 0.571 
18 0.572 0.536 0.524 
19 0.509 0.506 0.525 
20 0.589 0.561 0.547 
4 
(aclimatação) 
1 0.507 0.464 0.462 
2 0.458 0.429 0.421 
3 0.516 0.480 0.478 
4 0.497 0.497 0.489 
5 0.458 0.452 0.445 
6 ------ ------ ------ 
7 0.587 0.481 0.504 
8 0.535 0.532 0.540 
9 0.518 0.501 0.502 
10 0.565 0.530 0.545 
11 0.461 0.475 0.496 
12 0.470 0.523 0.542 
13 0.566 0.551 0.556 
14 0.567 0.539 0.514 
15 0.458 0.488 0.469 
16 0.530 0.517 0.497 
17 0.564 0.507 0.478 
18 0.549 0.505 0.468 
19 0.497 0.453 0.436 
20 0.525 0.530 0.527 
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Dia Aquário Absorvância (λ 630 nm) 
6 
(aclimatação) 
1 0.423 0.401 0.3.97 
2 0.381 0.388 0.399 
3 0.431 0.429 ----- 
4 0.411 0.417 0.416 
5 0.347 0.348 0.347 
6 0.374 0.381 0.373 
7 0.407 0.412 0.406 
8 0.418 0.428 0.419 
9 0.423 0.422 0.407 
10 0.365 0.374 0.369 
11 0.419 0.412 0.411 
12 0.413 0.407 0.405 
13 0.434 0.424 0.437 
14 0.476 0.494 0.492 
15 0.390 0.375 0.390 
16 0.473 0.476 0.470 
17 0.397 0.403 0.400 
18 0.416 0.421 0.412 
19 0.364 0.358 0.348 
20 0.445 0.445 0.437 
7 
(aclimatação) 
1 0.289 0.287 0.286 
2 0.308 0.308 0.310 
3 0.298 0.294 0.292 
4 0.286 0.331 0.098 
5 0.252 0.245 0.251 
6 0.317 0.316 0.328 
7 0.345 0.349 0.382 
8 0.321 0.335 0.373 
9 0.337 0.376 0.453 
10 0.348 0.345 0.346 
11 0.410 0.382 0.371 
12 0.364 0.372 0.363 
13 0.382 0.320 0.292 
14 0.403 0.395 0.395 
15 0.344 0.324 0.327 
16 0.390 0.372 0.358 
17 0.326 0.314 0.305 
18 0.278 0.268 0.261 
19 0.290 0.279 0.276 
20 0.360 0.343 0.339 
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Dia Aquário Absorvância (λ 630 nm) 
2 
(teste) 
1 0.354 0.349 0.354 
2 0.261 0.258 0.254 
3 0.323 0.316 0.318 
4 0.361 0.345 0.336 
5 0.315 0.281 0.271 
6 0.406 0.406 0.396 
7 0.392 0.401 0.399 
8 0.413 0.416 0.421 
9 0.432 0.431 0.434 
10 0.366 0.352 0.345 
11 0.448 0.448 0.445 
12 0.416 0.416 0.403 
13 0.432 0.430 0.433 
14 0.464 0.461 0.449 
15 0.352 0.344 0.347 
16 0.414 0.405 0.417 
17 0.306 0.301 0.294 
18 0.272 0.265 0.272 
19 0.290 0.287 0.284 
20 0.376 0.377 0.386 
4 
(teste) 
1 0.231 0.242 0.237 
2 0.185 0.190 0.185 
3 0.250 0.252 0.241 
4 0.234 0.232 0.234 
5 0.212 0.181 0.198 
6 0.201 0.194 0.184 
7 0.210 0.202 0.206 
8 0.275 0.275 0.274 
9 0.253 0.256 0.267 
10 0.225 0.249 0.236 
12 0.235 0.244 0.245 
17 0.212 0.210 0.210 
 
Curva de calibração: 
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Anexo E 
Tabelas de medidas, seguindo a convenção referida por Gosling (2003), e das massas dos 
organismos dissecados nos tempos 0, 48 e 96 horas. 
0 horas 
 
Aquário 
Organism
o 
Medidas (mm) Massa (g) 
Altura Comprimento Espessura Total Conchas 
1 
1 
51.27 26.26 19.01 9.3 5.0 
2 
52.39 26.02 20.89 11.9 6.4 
2 
3 
53.82 26.38 19.41 11.5 6.3 
4 
53.26 24.56 20.65 11.8 7.1 
3 
5 
48.89 23.40 20.66 11.5 6.7 
6 
53.52 25.33 20.51 13.7 7.9 
4 
7 
52.13 30.14 21.75 14.0 8.5 
8 
52.29 25.37 20.18 11.8 7.3 
5 
9 
51.72 26.54 17.39 10.0 6.0 
10 
49.89 22.49 21.11 9.9 5.3 
6 
11 
52.71 25.92 19.05 12.4 7.1 
12 
49.99 25.39 20.72 10.0 5.4 
7 
13 
53.18 26.23 20.28 ----- 6.8 
14 
52.24 27.19 20.25 12.3 7.4 
8 
15 
50.13 24.35 17.33 8.8 5.1 
16 
49.19 24.11 19.31 11.5 6.7 
9 
17 
50.24 25.74 21.26 12.1 7.9 
18 
50.54 22.95 20.83 12.4 8.0 
10 
19 
57.25 30.57 21.31 15.7 8.1 
20 
50.51 24.97 18.88 ----- 6.8 
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0 horas 
 
Aquário Organismo 
Medidas (mm) Massa (g) 
Altura Comprimento Espessura Total Conchas 
11 
21 
56.56 29.72 23.39 15.3 8.9 
22 
48.58 26.21 20.41 11.0 6.5 
12 
23 
51.45 27.57 21.24 11.8 7.1 
24 
50.18 22.60 23.44 11.5 7.3 
13 
25 
49.12 25.25 18.17 12.1 7.4 
26 
49.08 26.07 19.02 9.0 5.4 
14 
27 
48.64 22.85 20.90 11.3 7.5 
28 
48.85 20.28 21.75 12.2 6.7 
15 
29 
51.70 25.54 21.63 11.7 6.9 
30 
50.45 25.58 19.35 10.5 6.0 
16 
31 
49.60 20.82 19.57 11.0 6.6 
32 
55.25 26.72 19.64 12.0 6.7 
17 
33 
54.65 27.79 21.95 13.4 7.9 
34 
48.86 27.51 19.64 11.9 7.0 
18 
35 
58.31 30.12 22.87 15.4 7.0 
36 
50.25 24.96 20.03 10.1 6.5 
19 
37 
50.54 25.43 20.13 10.9 6.9 
38 
49.19 23.10 21.39 10.3 6.0 
20 
39 
50.11 26.66 18.72 9.1 5.6 
40 
48.45 22.30 21.57 10.2 6.8 
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48 horas 
 
Aquário Organismo 
Medidas (mm) Massa (g) 
Altura Comprimento Espessura Total Conchas 
11 
41 
58.38 24.71 17.92 9.7 5.5 
42 
50.41 27.37 20.14 13.5 8.0 
43 
56.76 25.48 21.53 14.9 8.6 
44 
50.25 22.22 21.35 11.3 7.4 
45 
48.38 21.37 18.16 9.6 5.9 
13 
46 
55.15 27.88 22.58 15.3 9.8 
47 
55.75 28.31 20.37 14.6 9.5 
48 
50.06 24.38 18.37 10.2 5.6 
49 
55.55 28.89 20.48 13.4 7.6 
50 
47.84 25.19 17.16 9.7 5.9 
14 
51 
56.37 29.79 22.90 13.5 8.2 
52 
53.63 26.58 21.22 12.2 7.6 
53 
49.75 21.35 21.58 9.7 6.0 
54 
51.70 22.23 24.21 11.7 8.2 
55 
51.96 26.44 20.59 10.3 ----- 
15 
56 
54.63 28.65 20.00 15.0 7.7 
57 
53.70 24.22 23.98 14.1 8.5 
58 
49.73 24.15 19.42 10.8 6.6 
59 
55.45 26.50 18.98 11.9 7.4 
60 
52.89 26.23 18.93 13.6 5.8 
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48 horas 
 
 
Aquário Organismo 
Medidas (mm) Massa (g) 
Altura Comprimento Espessura Total Conchas 
16 
61 
54.53 29.63 19.11 13.1 8.2 
62 
56.83 32.00 21.72 16.0 8.6 
63 
51.37 25.74 18.94 10.0 5.9 
64 
57.88 29.75 21.94 15.2 8.6 
65 
49.82 26.57 20.20 12.2 7.4 
18 
66 
50.65 23.82 20.48 10.8 6.7 
67 
58.63 30.30 20.21 14.7 9.0 
68 
57.10 27.45 22.37 13.4 8.3 
69 
49.47 22.92 19.14 10.3 6.6 
70 
57.76 27.21 26.11 17.5 12.4 
19 
71 
50.06 23.87 19.51 10.3 6.4 
72 
58.97 27.20 24.66 13.4 7.9 
73 
58.38 29.46 23.61 14.8 8.6 
74 
49.45 26.22 19.95 ----- 6.8 
75 
48.71 24.13 20.06 10.3 7.2 
20 
76 
49.40 25.41 22.87 14.1 8.8 
77 
48.98 23.56 18.62 10.1 6.6 
78 
50.50 24.52 19.85 10.8 6.5 
79 
49.77 22.05 19.97 9.9 6.0 
80 
55.55 25.09 22.85 13.1 7.8 
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96 horas 
 
Aquário Organismo 
Medidas (mm) Massa (g) 
Altura Comprimento Espessura Total Conchas 
1 
81 
54.03 28.70 20.37 12.2 7.2 
82 
54.65 29.18 21.42 14.9 8.8 
83 
51.32 24.48 23.02 11.4 6.8 
84 
49.94 25.67 19.48 ----- 6.4 
85 
52.34 27.78 20.81 11.5 7.0 
2 
86 
51.61 23.45 22.34 11.1 7.4 
87 
52.32 27.53 18.56 11.1 6.6 
88 
50.00 25.44 17.66 9.8 5.8 
89 
50.16 22.71 18.12 10.1 5.7 
90 
52.29 27.31 20.44 11.4 6.9 
3 
91 
50.25 23.45 17.59 8.7 5.6 
92 
53.54 28.25 21.29 15.0 8.6 
93 
52.57 25.21 20.01 12.3 7.7 
94 
50.84 25.43 20.04 11.1 6.9 
95 
51.72 27.36 21.25 ----- 7.7 
4 
96 
50.07 24.36 22.79 9.8 6.0 
97 
52.56 26.55 20.30 11.6 7.0 
98 
51.33 27.43 18.18 10.9 7.0 
99 
53.69 23.84 22.72 11.7 7.6 
100 
53.58 29.42 19.21 11.8 8.0 
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96 horas 
 
Aquário Organismo 
Medidas (mm) Massa (g) 
Altura Comprimento Espessura Total Conchas 
5 
101 
52.06 27.59 17.49 11.1 6.4 
102 
52.70 24.93 21.10 12.1 7.6 
103 
49.95 24.85 20.04 11.6 7.7 
104 
53.48 24.39 22.46 12.9 8.1 
105 
49.69 24.78 19.93 9.3 5.6 
6 
106 
52.97 26.14 20.70 11.1 6.3 
107 
49.08 26.84 20.70 11.1 6.4 
108 
49.42 25.40 20.93 13.0 8.7 
109 
50.55 24.64 16.95 7.7 4.5 
110 
51.86 24.28 21.14 11.9 7.8 
7 
111 
55.35 29.17 23.00 15.8 10.5 
112 
53.55 27.81 20.50 11.7 7.4 
113 
55.88 26.93 21.96 15.0 7.9 
114 
51.52 24.14 23.31 10.7 6.7 
115 
49.39 25.16 18.85 9.8 5.8 
8 
116 
50.60 22.69 20.32 10.0 6.4 
117 
51.76 27.98 19.99 12.9 7.3 
118 
51.92 24.82 20.03 11.7 6.6 
119 
52.48 28.17 22.62 15.2 10.1 
120 
50.23 25.61 18.55 9.9 6.4 
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96 horas 
 
Aquário Organismo 
Medidas (mm) Massa (g) 
Altura Comprimento Espessura Total Conchas 
9 
121 
56.83 29.67 25.67 16.1 8.7 
122 
54.25 23.90 21.86 12.5 8.4 
123 
54.97 25.67 24.03 14.0 7.6 
124 
49.85 27.72 18.54 9.5 5.7 
125 
54.21 24.81 21.34 13.5 8.6 
10 
126 
53.79 22.97 22.33 11.1 7.3 
127 
57.53 28.09 24.04 15.6 10.1 
128 
54.62 25.27 24.32 12.0 7.6 
129 
51.42 23.27 22.06 11.0 6.9 
130 
49.39 24.57 19.86 9.5 6.0 
12 
131 
52.00 25.14 20.57 ----- 6.3 
132 
49.43 25.32 19.13 9.5 5.8 
133 
56.03 29.60 24.63 14.3 9.2 
134 
54.07 24.34 22.45 11.5 6.9 
135 
50.17 26.71 18.90 9.3 5.8 
17 
136 
58.07 25.03 22.85 12.8 7.7 
137 
56.83 28.11 23.42 15.7 8.9 
138 
50.37 24.25 19.05 10.3 6.6 
139 
57.88 25.86 22.73 14.9 7.9 
140 
57.15 25.11 22.15 12.1 7.4 
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Anexo F 
 
 
 
  
UV Horas [As]
Binucleados / 
segmentados
Com botão Micronucleados
Núcleo em 
forma de 
rim
Apoptose/ 
desintegração
0 ppb 37 21 29 36 628
25 ppb 38 26 36 68 217
50 ppb 57 28 43 58 194
100 ppb 51 41 66 110 281
0 ppb 24 35 26 31 144
25 ppb 37 35 38 28 161
50 ppb 32 34 38 26 251
100 ppb 22 19 25 34 311
0 ppb 64 43 34 43 131
25 ppb 36 24 32 28 192
50 ppb 51 58 59 38 193
100 ppb 51 27 27 31 214
0 ppb 36 19 23 35 219
25 ppb 30 34 70 42 171
50 ppb 47 18 30 63 205
100 ppb 44 32 36 61 293
0 ppb 45 29 33 41 361
25 ppb 35 29 29 29 220
50 ppb 44 32 34 32 207
100 ppb 33 29 33 40 229
0 ppb 27 35 33 33 260
25 ppb 50 41 62 46 145
50 ppb 35 46 48 35 207
100 ppb 69 46 52 47 241
Com
0
48
96
0
48
96
Sem
UV Horas pH
Binucleados / 
segmentados
Com botão Micronucleados
Núcleo em 
forma de 
rim
Apoptose/ 
desintegração
pH 8.1 34 24 27 29 273
pH 7.5 33 39 24 25 333
pH 7.3 37 54 26 47 242
pH 8.1 27 43 25 21 272
pH 7.5 57 30 24 23 315
pH 7.3 69 46 31 43 265
pH 8.1 37 19 17 26 316
pH 7.5 38 40 39 14 383
pH 7.3 48 34 33 32 406
pH 8.1 51 26 23 28 290
pH 7.5 50 39 24 20 227
pH 7.3 39 25 33 35 321
Sem
Com
0
96
0
96
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Anexo G 
 
Tabela descritiva da atividade enzimática da AChE, GST e POL na glândula digestiva, brânquias, 
manto, pé e músculo adutor em Mytilus galloprovincialis recolhidos do campo e imediatamente 
dissecados. As atividades da AChE e da GST são expressas em nmol por minuto por miligrama de 
proteína e a POL está expressa em nmol de TBARS por miligrama de proteína. 
 
 
 
 
  
N Média 
Erro padrão 
da média
AChE  10 0,035 0,00431
GST    9 0,048 0,00158
POL 10 0,010 0,00158
AChE 10 7,218 0,775
GST 10 0,816 0,119
POL 10 0,313 0,0387
AChE 10 0,805 0,0811
GST 3 0,333 0,127
POL 10 0,341 0,0602
AChE 10 12,340 1,24
GST 10 36,300 3,08
POL 10 0,420 0,122
AChE 10 2,667 0,176
GST 10 3,403 0,58
POL 10 0,174 0,019
Glândula 
Digestiva
Brânquias
Manto
Pé
Músculo 
Adutor
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